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Referat 
CD97, ein Mitglied der Adhäsions-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (adhesion-GPCR),  
wird auf hämatopoetischen, muskulären und epithelialen Zellen exprimiert. Humanes und 
murines CD97 zeigen ein vergleichbares Expressionsmuster. Funktionell ist CD97 an Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, der Kanzerogenese und der Migration von Tumorzellen 
beteiligt. 
Um die molekulare Regulation von CD97 zu untersuchen, wurde der murine 
(m)CD97 Promotor charakterisiert. Unter verschiedenen murinen Zelllinien zeigten 
RAW264.7 (Makrophage), C2C12 (Myoblast) und C3H10T1/2 (Fibroblast) eine starke 
CD97 Expression. Der Transkriptionsstartpunkt des murinen (m)Cd97 Gens wurde -46bp 
upstream des ATG Startcodons lokalisiert. Es wurden Promotorplasmide hergestellt, welche 
aus verschieden langen Fragmenten der 5’ untranslatierten Region (5‘ UTR) von mCd97 
und dem Reportervektor pGL3-Basic (pGL3) bestehen. Nach transienter Transfektion in die 
Zelllinien wurde mit einem Luziferasereportergenassay die Luziferaseaktivität bestimmt und 
damit der Nukleotidbereich -78 bis +29 bp der 5‘ UTR als minimaler Promotor definiert. 
Die evolutionär konservierten Nukleotide CACTT (-93/-89) konnten mittels 
Mutationsanalyse in den Zelllinien RAW264.7, C2C12 und C3H10T1/2 als aktivierende 
Sequenz im mCD97 Promotor identifiziert werden. Mit Hilfe vergleichender Bioinformatik 
und electrophoretic mobility shift assay (EMSA) gelang es nicht, den hier bindenden 
Transkriptionsfaktor zu bestimmen. In C2C12 zeigte die Differenzierung vom Myoblasten 
zum Myozyten eine Regulation von mCD97. Durch EMSA wurde in vitro die Bindung des 
serum response factor (SRF) an ein CArG-Element innerhalb der 5‘ UTR nachgewiesen.  
Zusammengefasst wurde der mCD97 Promotor erstmalig beschrieben und der 
Einfluss von SRF auf die mCD97 Expression in C2C12 nachgewiesen.  
 Abkürzungsverzeichnis 
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1. Einleitung  
1.1 Genregulation und die Rolle von Promotoren  
Für die Entwicklung von Organismen sind zelluläre Homeostase, die Proliferation und die 
Differenzierung von Zellen grundlegende Mechanismen. In eukaryotischen Zellen werden 
dafür Gene je nach Zelltyp oder Zellzyklus aktiviert bzw. reprimiert. Diese Steuerung der 




















Abb. 1 Ebenen der Regulation eukaryotischer Genexpression [1][2] 
 
Obwohl vielfältige Prozesse die Genexpression beeinflussen, konnte nachgewiesen 
werden, dass eine große Mehrheit der Steuerungsmechanismen die Initiation der 
Transkription betreffen [3]. Das wesentliche Element dabei ist der Promoter. Er dient als 
Bindungsstelle für die RNA-Polymerase und ermöglicht durch spezifische Interaktion mit 































Abb. 2 schematische Darstellung der Transkriptionsinitiation und der beteiligten Komponenten 
Die RNA-Polymerase II bindet mit Hilfe der generellen Transkriptionsfaktoren am minimalen Promotor und initiiert die Transkription. Cis 
regulatorische DNA-Elemente dienen als Bindungsstelle für regulatorische Proteine (Transkriptionsfaktoren) und können sich in beiden Richtungen 
des DNA-Stranges befinden. [5] 
 
1.1.1 Aufbau eines Promotors 
Als Promotor wird die DNA-Sequenz bezeichnet, welche die Transkription eines Gens 
reguliert und typischerweise 5‘ upstream davon liegt. Strukturell besteht er aus 3 
Komponenten: dem Kernpromotor (core promoter), dem proximalen und dem distalen 
Promotor. Der core promoter ermöglicht eine basale Gen-spezifische Transkription und 
kann spezifische core promoter elements beinhalten. Dazu gehören die evolutionär 
konservierte TATA-box und das, die TATA-box flankierende, BRE (TFIIB recognition 
element), ebenso wie Inr (initiator) oder DPE (downstream core promoter element) [6]. 
Einige Promotoren enthalten dagegen keines der klassischen core promoter elements 
[7][8][9]. Im proximalen und distalen Promotor befinden sich cis regulatorische DNA-
Elemente (CRE), an die trans agierende Proteine (Transkriptionsfaktoren = TF) binden. 
 
1.1.2 Cis regulatorische DNA-Elemente  
Cis regulatorische DNA-Elemente (CRE), auch als motif bezeichnet, bestehen aus wenigen 
oder bis zu hunderten Basenpaaren [10]. Auf die Transkription eines Gens können CRE 
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aktivierend (enhancer) oder reprimierend (silencer) wirken, was von der Bindung eines 
entsprechenden Transkriptionsfaktors abhängig ist. Der Abstand eines CRE zum Gen kann 
variieren und Millionen von Basenpaaren überspringen [11][12][13]. Auch in Introns 
benachbarter Gene können regulatorische DNA-Elemente lokalisiert sein [13]. Bei dem 
Vergleich von DNA-Bereichen von Mensch, Maus, Ratte und Hund konnten Xie et al. 
(2005) [14] zeigen, dass CRE beim Menschen vorzugsweise innerhalb der ersten 100 
Basenpaare vom Transkriptionsstartpunkt eines Gens vorkommen. Weiterhin wurden dabei 
Gewebespezifität sowie Positionsbindung der CRE nachgewiesen und clustering, also das 
wiederholte Vorkommen im Promotorbereich, als gemeinsames Merkmal gesichert. 
 
1.1.3 Transkriptionsfaktoren 
Prinzipiell werden zwei Arten von Transkriptionsfaktoren unterschieden. Die general 
transcription factors (GTF) sind ubiquitär vorhanden. Sie binden am core promoter und 
bilden mit der RNA-Polymerase II den Präinitiationskomplex, der die eukaryotische 
Gentranskription startet [15][16]. Die zweite Gruppe bilden die spezifischen 
Transkriptionsfaktoren. Diese binden am proximalen sowie distalen Promotor. Sie besitzen 
eine sequenzspezifische DNA-bindende Domäne sowie eine oder mehrere trans-
aktivierende Domänen, mit der andere Transkriptionsfaktoren interagieren können [17]. 
Diese Interaktion wird durch Veränderung der Proteinstruktur bei der DNA-Bindung 
unterstützt und kann die Gentranskription beeinflussen [17].  
Transkriptionsfaktoren werden gewebespezifisch und zu bestimmten Zeiten 
synthetisiert bzw. aktiviert [2]. Eine Bindung an die DNA hängt von einer consensus 
sequence ab, die erkannt werden muss und damit die Spezifität der Transkriptionsfaktoren 
ermöglicht [18]. Abweichungen in Form einzelner Nukleotide können die Bindungsaffinität 
reduzieren oder verhindern [18]. Des Weiteren kann ein Transkriptionsfaktor in der Lage 
sein, aktivierend oder reprimierend auf die Transkription eines bestimmten Genes zu 
wirken [19]. Dieser Dualismus ist abhängig von der DNA-Bindungsstelle, dem jeweiligen 
Promotor, dem Zelltyp und Einflüssen verschiedener „signaling pathways“ [12][13]. 
Außerdem können durch Rekrutierung von Hilfsproteinen koaktivierende oder 
koreprimierende Eigenschaften hervorgerufen und damit die Funktion der 
Transkriptionsfaktoren verändert werden [22]. Bei aktivierenden Transkriptionsfaktoren 




1.1.4 Prinzip von Promotoruntersuchungen 
Ein geeignetes Verfahren, den Promotor eines Gens zu untersuchen, besteht darin, die 5‘ 
untranslatierte Region (5‘ UTR) des Gens mittels PCR zu amplifizieren und in einen 
Reportervektor zu klonieren. Ebenso werden sukzessive 5‘ Deletionen der 5‘ UTR kloniert 
und transient in geeignete Zelllinien transfektiert. Dabei wird in vivo ein Reportergen 
exprimiert, welches durch einen Assay quantifiziert werden kann. Dadurch können neben 
dem core promoter auch regulatorische Bereiche identifiziert werden.  
Für die Untersuchung von CRE innerhalb der Promotorregion eines Gens können 
computergestützte Datenbanken (z.B. TRANSFAC, MatInspector) genutzt werden. Diese 
gleichen die zu untersuchende Region mit consensus sequences bekannter 
Transkriptionsfaktoren ab und ermöglichen so eine Bindungsvorhersage für potentielle 
Transkriptionsfaktoren. Nur eine kleine Anzahl dieser Vorhersagen sind allerdings 
biologisch relevant [24]. Eine weitere Möglichkeit relevante CRE für die Genregulation 
identifizieren zu können stellt phylogenetic footprinting dar. Dabei werden DNA-Sequenzen 
verwandter Spezies verglichen, um evolutionär konservierte Bereiche zu finden, die auf 
eine funktionelle Bedeutung hinweisen [25][26][27].  
Die anschließende Analyse muss den Nachweis liefern, dass die potentiellen DNA-
Bindungsstellen durch einen Transkriptionsfaktor gebunden werden und eine Regulation 
stattfindet. Dazu werden Zellkernextrakte der Zelllinien, welche Transkriptionsfaktoren 
enthalten, zusammen mit kurzen Oligonukleotiden (20-30bp) in Gelshiftassays eingesetzt. 
Die Oligonukleotide können die zu untersuchende DNA-Bindungsstelle oder gezielte 
Mutationen davon enthalten. Die spezifische Bindung des Transkriptionsfaktors kann durch 
Verwendung von Antikörpern oder Chromatin-Immunpräzipitationsassays nachgewiesen 
werden. In vivo lässt sich durch Expression des Transkriptionsfaktors mittels spezieller 





CD97 wurde erstmals 1995 als früher Aktivierungsmarker für Lymphozyten beschrieben 
[28]. Biochemisch gehört es zu den „G-protein-coupled receptors“ (GPCR), welche nach 
Kolakowski (1994) [29] in 6 Familien (A-E) eingeteilt werden. Durch weitergehende 
phylogenetische Untersuchungen entwickelten Fredriksson und Lagerström (2005) [30] die 
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GRAFS Klassifikation, wonach 5 Hauptfamilien unterschieden werden. Demnach gehört 
CD97 zu den adhesion-GPCR, die durch eine ungewöhnlich lange extrazelluläre Domäne 
und die klassische 7 transmembranäre (TM7) Domäne charakterisiert sind. Beide 
Untereinheiten sind nicht-kovalent verbunden [31], da sie an einer GPCR-„proteolytic site“ 
(GPS) autokatalytisch gespalten werden [32]. 
CD97 ist zudem Mitglied der EGF-TM7 Subfamilie, die durch mehrere 
extrazelluläre EGF (epidermal growth factor) Domänen gekennzeichnet ist. Zu dieser 
gehören neben CD97 auch die EGF-module-containing mucin-like hormone receptors 
(EMR1-4) und das EGF-TM7-latrophilin-related Protein (ETL) [33]. Im Gegensatz zu EMR1-
4 ist die Expression von CD97 nicht auf Zellen des hämatopoetischen Systems beschränkt, 
sondern wird auch auf muskulären sowie epithelialen Zellen nachgewiesen [34][35]. 
 
Die Bedeutung der molekularen Struktur und der Expression von CD97 wird anhand der 
nachgewiesenen Funktionen veranschaulicht, die sich in der Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktion, der Kanzerogenese und Migration von Tumorzellen und dem intrazellulären 
signaling wiederfinden [36][37][38][39][40][41][42]. Abhängig vom Zelltyp und einer 
malignen Entartung der Zelle wird CD97 an den EGF Domänen der α-Untereinheit        
N-glykosiliert [43]. 
Die molekulare Regulation der CD97 Genexpression ist bisher weitgehend 
unbekannt. Lediglich der Promotorbereich von humanem CD97 wurde untersucht und 
eine Regulation durch die ubiquitären Transkriptionsfaktoren SP1/SP3 belegt [44]. Durch 
das Verständnis der Regulation von CD97 auf genetischer Ebene, können Rückschlüsse 
auf dessen biologische Funktionen geschlossen werden. Die Kenntnis der Zelltyp-
spezifischen Regulationsmechanismen ermöglicht es, die CD97 Expression auf genetischer 
Ebene zu steuern und dadurch Veränderungen je nach Kontext der Zelle zu untersuchen.  
 
1.2.2 humanes CD97 (hCD97) 
Das humane CD97-Gen wird auf dem kurzen Arm von Chromosom 19 codiert [28]. Nach 
Transkription entstehen durch alternatives Splicing 3 Isoformen hCD97(EGF1,2,5), 
hCD97(EGF1,2,3,5) und hCD97(EGF1,2,3,4,5) mit verschiedener Anzahl an EGF 
Domänen [45] (Abb. 3). Die Isoformen werden als ganzes Polypeptid translatiert, ins 
endoplasmatische Retikulum transportiert und durch autokatalytische Spaltung in die 
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beiden Untereinheiten getrennt. Schließlich wird CD97 als heterodimeres Protein mit 














hCD97 (EGF 1,2,4) hCD97 (EGF 1,2,3,4) hCD97 (EGF 1,2,3,4,5)  
Abb. 3: Schematischer Aufbau der Isoformen von hCD97 [46] 
Alle Isoformen bestehen aus der transmembranären β-Untereinheit mit intrazellulärem C-Terminus und der extrazellulären α-Untereinheit mit N-




Bisher wurden 5 Liganden für hCD97 beschrieben (CD55, Chondroitinsulfat, Integrin 
α5β1 und αvβ3, CD90). CD55 (decay accelerating factor) ist ein Regulator der 
Komplementkaskade, welcher mit den ersten beiden EGF Domänen [36][47][48][49] und 
in unterschiedlicher Affinität mit den 3 Isoformen von CD97 interagiert [47]. 
Chondroitinsulfat gehört zur Gruppe der Glykosaminoglykane und kommt auf der 
Zelloberfläche sowie in der extrazellulären Matrix vor. Dort interagiert es über die 4. EGF-
Domäne mit der längsten Isoform von CD97 [50]. Über ein Arginin-Glycin-Aspartat-(RGD) 
Motiv in der stalk Region und mindestens 3 EGF Domänen werden die Integrine α5β1 und 
αvβ3 gebunden [51]. Erst kürzlich wurde CD90 (Thy-1) als neuer Ligand auf aktivierten 










Der erste Nachweis von CD97 auf hämatopoetischen Zellen weist auf eine Beteiligung des 
Moleküls in immunologischen Prozessen hin. Während ruhende Lymphozyten wenig CD97 
exprimieren, führt eine Aktivierung zu einer deutlichen Erhöhung der CD97 Level innerhalb 
weniger Stunden [53]. CD97 wird konstitutiv von Monozyten und Granulozyten exprimiert, 
wobei hohe Expressionslevel auch auf Makrophagen, dendritischen Zellen, sowie T- und 
B-Zellen nachweisbar sind [54]. 
 
maligne Tumore 
Die erste Beschreibung einer CD97 Expression in malignen Tumoren erfolgte in 
dedifferenzierten Schilddrüsenkarzinomen [37]. Auch in einer Reihe anderer Karzinome 
wurde CD97 nachgewiesen, wie z.B. Malignome von Kolorektum [34], Magen, 
Ösophagus, Pankreas [55], Plattenepithel des Mundbodens [35] und Prostata [56]. 
Von besonderem Interesse ist der Nachweis von stark CD97 positiven scattered 
tumor cells am Rand von kolorektalen Karzinomen, was auf die Rolle des Moleküls in der 
Invasion und Migration von Malignomen hindeutet [34]. Ein weiterer Aspekt bei malignen 
Prozessen ist die Assoziation von erhöhten CD97 Leveln mit dem Grad der 
Dedifferenzierung und Aggressivität. Bei Magenkarzinomen fand sich eine Korrelation 
klinischer Parameter, wie der TNM Klassifikation mit der Höhe der CD97 Expressionslevel 
[39]. CD97 könnte aufgrund seiner  Rolle in der Progression von malignen Tumoren in 
Zukunft als Tumormarker dienen oder ein Ziel therapeutischer Anwendungen sein. 
 
normale epitheliale Zellen 
Auf normalen epithelialen Zellen wird CD97 nur gering oder nicht exprimiert [57]. In 
Enterozyten ist CD97 mit ß-Catenin in Adhärenzverbindungen (adherens junctions) ko-
lokalisiert, wobei eine Überexpression des Moleküls diese Verbindungen verstärkt [58].  
 
Muskelzellen 
CD97 konnte auf glatten (SMC – smooth muscle cells), quergestreiften und 
Herzmuskelzellen nachgewiesen werden [34]. Die Expressionslevel von CD97 auf SMC 
viszeralen, vaskulären und tumorösen Ursprungs sind allerdings variabel [34]. Zudem 
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weisen maligne im Vergleich zu normalen SMC biochemische Modifikationen in CD97 
auf, wie zum Beispiel die vermehrte N-Glykosilierung [59].  
 
1.2.2.3 Funktion 
CD97 besitzt durch seinen Aufbau als EGF-TM7 Rezeptor zwei wesentliche Funktionen. 
 
a) Adhäsionsmolekül 
Über die extrazellulär gelegene α-Untereinheit können Liganden gebunden und Zell-Zell- 
bzw. Zell-Extrazelluläre Matrix-Interaktionen ermöglicht werden. Dieser Zusammenhang 
wurde in verschiedenen Studien für den Liganden CD55 belegt. In Adhäsionsstudien wurde 
gezeigt, dass Lymphozyten und Erythrozyten über CD55 spezifisch an CD97 transfektiert 
Zellen binden [36]. Über die CD97-CD55 Interaktion können aber auch Signale auf 
CD55+ T-Zellen übertragen werden, welche die Proliferation und Zytokinsekretion auslösen 
[42]. Daraus resultiert eine immunmodulatorische Funktion, welche klinisch in der 
Pathogenese von Multipler Sklerose [60] und rheumatoider Arthritis [61] nachgewiesen 
wurde. 
Bei malignen Tumoren wurde eine starke Co-Expression von CD97 und CD55 
belegt, welche in Zusammenhang mit der Dedifferenzierung, Migration und 
Metastasierung gebracht wurde [39][41]. Auch der für malignes Wachstum wichtige 
Prozess der Angioneogenese konnte für CD97 durch Interaktion mit dem Integrin α5β1, 
welches auf endothelialen Zellen exprimiert wird, nachgewiesen werden [51]. 
Des Weiteren ermöglicht Chondroitinsulfat als Bestandteil der extrazellulären Matrix 
eine zelluläre Interaktion. Hierfür ist die Expression der längsten CD97 Isoform notwendig, 
wodurch eine spezifische Interaktion von Leukozyten mit B-Zellen stattfinden kann [38]. 
 
b) intrazelluläres Signaling und Migration 
Für kolorektale Tumorzellen wurde in vitro eine direkte Korrelation der CD97 
Expressionslevel mit Migration und Invasion nachgewiesen [34]. Galle et al. (2006) [40] 
konnten diesen Effekt bestätigen und zeigen, dass die β-Untereinheit für die CD97-
gesteigerte Migration essentiell ist. Ward et al. (2011) [62] bestätigten, dass die β -





1.2.3 murines CD97 (mCD97) 
Bei mCD97 kommen wie bei hCD97 3 verschiedene Isoformen mit unterschiedlicher 
Anzahl an EGF Domänen als mCD97(EGF 1,2,4), mCD97(EGF 1,2,3,4) und 
mCD97(EGF 1,2,X,3,4) vor [63]. Die als „X“ bezeichnete Domäne besteht aus 44 
Aminosäuren. Sie entspricht keiner bekannten Proteinstruktur. Die EGF- und 
transmembranären Domänen sind bei beiden Spezies hoch konserviert [63]. EGF 3 und 4 
der Maus entsprechen jeweils EGF 4 und 5 des Menschen. Ein RGD Motiv in der stalk 
Region, wie es bei hCD97 gefunden wird und welches als mögliche Interaktionsstelle des 
Liganden Integrin α5β1 fungiert, existiert bei mCD97 nicht [63]. 
 
1.2.3.1 Liganden 
Bisher wurde nur mCD55 als Ligand identifiziert, der mit den beiden kurzen Isoformen 
interagiert [63]. Vermutlich verhindern die interponierten 44 Aminosäuren der längsten 
Isoform eine Bindung mit mCD55. 
 
1.2.3.2 Expressionsmuster 
Durch Veninga et al. (2008) [57] wurde des Expressionsprofil von mCD97 ausführlich 
charakterisiert. Wie beim Menschen ist die Expression von mCD97 nicht nur auf 
Leukozyten beschränkt. Auch auf Zellen des Endothels, Epithels sowie des Fettgewebes 
wird mCD97 exprimiert. Weiterhin wurde mCD97 in glatten Muskelzellen der Lunge, der 
Tunica muscularis von Dünn- und Dickdarm, des Myometriums und in der Muskelschicht 
der Harnblase gefunden. In quergestreiften Muskelzellen konnten bei CD97 knock-out 
Mäusen Veränderungen im sarkoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden, dessen 
Funktion allerdings bisher nicht geklärt werden konnte [64]. Im Gegensatz zum Menschen 
kann mCD97 außerdem auch in der Lamina propria mucosae verschiedener Organe 
nachgewiesen werden [57]. 
Die gute Übereinstimmung im Expressionsmuster von CD97 bei Mensch und Maus 




Durch die Herstellung von Antikörpern gegen mCD97 konnte die Funktion von mCD97 
auf die Migration von Immunzellen untersucht werden. In Mausmodellen mit 
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Pneumokokken-Pneumonie und induzierter Colitis konnte durch monoklonale mCD97 
Antikörper (mCD97 mAbs) eine Inhibierung der Migration von neutrophilen Granulozyten 
ausgelöst werden [65]. In einer Studie von Wang et al. (2007) [66] führte dies zu einer 
verstärkten Resistenz von CD97 knockout (Cd97-/-) Mäusen gegenüber systemischen 
Infektionen mit Listeria monozytogenes. Im Vergleich zum Wildtyp zeigten Cd97-/- Mäuse 
keinen Unterschied im Phänotyp bis auf eine milde Granulozytose [66]. 
Kop et al. (2006) [67] wiesen durch mCD97 mAbs bei Kollagen-induzierter Arthritis 
in Mäusen eine Besserung der Erkrankung nach, welche durch Blockierung der mCD97-
mCD55 Interaktion bedingt war. 
Die Überexpression von CD97 im murinen Darmepithel führt zur Abschwächung 





Da der Promotor eine entscheidende Rolle bei der Zelltyp-spezifischen Expression von 
Proteinen spielt, soll in der vorliegenden Arbeit der murine CD97 Promotor kloniert, 
charakterisiert und seine Regulation untersucht werden. 
 
Das wird in 3 Teilschritten erfolgen. 
A) Analyse der Expression von mCD97 in murinen Zelllinien 
Die Expression von mCD97 wird in etablierten murinen Zelllinien verschiedenen Ursprungs 
auf mRNA Ebene mittels Real-time PCR und auf Proteinebene mittels Durchflusszytometrie 
quantifiziert. Zelllinien mit einer guten Korrelation von mRNA und Protein des mCD97 
werden gezielt auf die Zelltyp-spezifische Regulation im Promotor untersucht. 
 
B) Herstellung von mCD97 Promotorplasmiden und Bestimmung deren Aktivität im  
 Luziferasereportergenassay 
Zunächst wird der Startpunkt der Transkription von mCd97 bestimmt. Danach werden aus 
muriner gDNA 3.7 kbp der 5’ UTR von mCd97 durch PCR amplifiziert und in den 
Reportervektor pGL-3 einkloniert. Um den minimalen Promotor (core promoter) zu 
definieren, werden schrittweise verkürzte Fragmente der 5’ UTR von mCd97 ebenfalls in 
pGL-3 kloniert (Promotorplasmide) und der korrekte Einbau jeweils durch Sequenzierung 
bestätigt. Wie diese Promotorplasmide die mCD97 Expression regulieren, wird nach deren 
transienter Transfektion in die ausgewählten murinen Zelllinien bestimmt. Dazu wird in den 
Lysaten der Zelllinien die enzymatische Aktivität der Luziferase mittels eines Assays 
quantifiziert. Aktivierende und reprimierende Sequenzen (CRE) in den einzelnen 
Promotorplasmiden können durch den Vergleich ihrer Luziferaseaktivität identifiziert 
werden. 
 
C) Charakterisierung von potentiellen Bindungssequenzen für Zelltyp-spezifische 
Transkriptionsfaktoren 
Mittels vergleichender Bioinformatik wird die 5’ UTR von mCd97 auf bekannte 
Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren, die die Expression von Proteinen in 
hämatopoetischen und Muskelzellen regulieren, analysiert. Mittels Gelshiftassay und durch 
gezielte Mutation der Bindungssequenzen wird überprüft, ob die identifizierten potentiellen 
Bindungsstellen tatsächlich diese Transkriptionsfaktoren binden.  
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3. Material und Methoden 
3.1 Murine Zelllinie 
3.1.1 Kultivierung 
Es wurden 8 murine Zelllinien verschiedenen Ursprungs untersucht. Die Zelllinie RAW 
264.7 (Monozyt/Makrophage), C2C12 (Myoblast), CMT-93 (rektales Karzinom), 
C3H10T1/2 und 3T3 (Fibroblast) stammen von der American Type Culture Collection 
(ATCC, USA, Rockville). CT-26 (kolorektales Karzinom) wurden von V. Schirrmacher 
(Institut für Pathologie, Deutschland, Heidelberg) bereitgestellt. Hep 53.4 (Hepatozyt) und 
LLC (Lewis Lung Karzinom) kommen von der Deutschen Tumorbank (DFKZ, Deutschland, 
Heidelberg). Die Zelllinien wurden in DMEM oder RPMI 1640 Medium (Invitrogen GmbH, 
Deutschland, Karlsruhe) und 10% fötalem Kälberserum (FKS) (Invitrogen GmbH) 
gezüchtet. Die C2C12 Myoblasten können zu Myozyten differenzieren, indem FKS durch 
2% Pferdeserum (Invitrogen GmbH) ersetzt wird.  
 
3.1.2 Durchflusszytometrie - FACS 
Der biotinylierte monoklonale Hamster Anti-mCD97-Antikörper 1B2 (mAb 1B2), welcher 
die erste EGF Domäne von mCD97 erkennt, wurde für durchflusszytometrische 
Untersuchungen verwendet. Der mAb 1B2 wurde durch J. Hamann (Abteilung für 
experimentelle Immunologie der Universität Amsterdam, Niederlande, Amsterdam) zur 
Verfügung gestellt. 1-3x105 Zellen der adhärent wachsenden Zelllinien wurden in 24 Well 
Platten (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) kultiviert. Das Zellmedium 
wurde entfernt, die Zellen mit 1ml PBS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland, 
Taufkirchen) gespült und nach Entfernen des PBS 100µl Trypsin mit EDTA (Invitrogen 
GmbH) für ca. 5 min. aufgetragen. Danach wurde 500µl Zellmedium (DMEM oder RPMI) 
zugegeben und die Zellen zentrifugiert (200xg, 2min). Anschließend wurden die Zellen in 
50µl PBS/1%FKS aufgenommen. Die Durchflusszytometrie erfolgte als direkter 
Immunfluoreszenznachweis (Tab. 1) mit Messung am FACS Star (BD Biosciences, 
Erembodegem, Belgien). 
 
3.1.3 RNA Extraktion und Quantifizierung 
Die mCD97 mRNA wurde mittels Real-time PCR (RT-PCR) quantifiziert. Die Zelllinien 
wurden in Zellkulturschalen (Greiner Bio-One GmbH) subkonfluent kultiviert, das Medium 
abgezogen und mit 5ml PBS/1%FKS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit einem 
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Zellschaber (Greiner Bio-One GmbH) mechanisch gelöst und in 1ml PBS/1%FKS 
aufgenommen. Die zelluläre Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit (QIAGEN 
GmbH, Hilden, Deutschland) gewonnen (Tab. 2). Die RNA wurde in cDNA 
umgeschrieben (Tab. 3) und eine quantitative RT-PCR (Tab. 4) mit dem Rotorgene Real-
time PCR-Gerät (Corbett Research, Mortlake, Australien) durchgeführt. Die verwendeten 
Primer sind in Tab. 5 aufgelistet und wurden käuflich erworben (BioTez Berlin-Buch 
GmbH, Berlin, Deutschland). Als internes Kontrollgen wurde mGAPDH gewählt. Die 
cDNA-Standards für mCD97 und mGAPDH wurden durch Frau Prof. Aust 
(Forschungslabor Chirurgie der Universitätsklinik, Deutschland, Leipzig) bereitgestellt. 
 
3.2 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes (TSP) 
Die Bestimmung des TSP von mCd97 erfolgte mit dem 5’/3’ RACE (rapid amplification of 
cDNA-ends) Kit (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland, Mannheim). RAW 264.7 Zellen 
wurden in Zellkulturschalen subkonfluent kultiviert, das Medium abgezogen, mit 5ml 
PBS/1%FKS gewaschen und mit einem Zellschaber (Greiner Bio-One GmbH) mechanisch 
gelöst. Nach Aufnahme in 1ml PBS/1%FKS wurde die Gesamt-RNA  gewonnen (Tab. 2). 
Durch den Primer PmCD97m3 (Tab. 6) erfolgte die Umschreibung der mCD97 mRNA in 
cDNA (Tab. 7). Diese wurde mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche 
Diagnostics GmbH) gereinigt (Tab. 8) und danach mit einem Adenosinüberhang versehen 
(Tab. 9). Es folgten 2 nested PCR (Tab. 10) mit den mCD97 Primern PmCD97m2 und 
PmCD97m1 sowie den Primern des 5’/3’ RACE Kit Oligo d(T) – anchor primer und PCR 
anchor primer (Tab. 6). Das resultierende PCR-Produkt wurde danach mit dem pGEM®-T 
Easy Vektor ligiert (Tab. 18B), dann transformiert (siehe 3.3.3 Transformation) und die 
Plasmid DNA von 10 Bakterienkolonien isoliert (Tab. 19). Mit dem Primer PgGEMT-T7 
(Tab. 6) erfolgte schließlich eine Sequenzierung (DNA-Core Unit, IZKF, Deutschland, 
Leipzig).  
 
3.3 Klonierung von mCD97 Promotorplasmiden 
Um den mCD97 Promotor zu charakterisieren, wurden Promotorplasmide hergestellt. 
Diese bestehen aus sukzessiv 5‘ deletierten Abschnitten der 5‘ UTR von mCd97 
(Promotorfragmente), welche in den Reportervektor pGL3-Basic (Promega, Mannheim, 
Deutschland) kloniert wurden. Um die Klonierung zu erleichtern, erfolgte bei 
Promotorfragmenten >1000 bp als Zwischenschritt die Klonierung in den pGEM®-T Easy 
14 
 
Vektor (Promega). DNA-Bereiche des mCD97 Promotors, welche für dessen Funktion 
relevant sind, wurden durch site directed mutagenesis verändert. Eine Übersicht der 
verwendeten Methoden wird in Abb. 4 gegeben.  
 
 
Abb. 4: Fließschema zur Klonierung von mCD97 Promotorplasmiden 
 
3.3.1 PCR Amplifikation der Promotorfragmente 
Durch PCR wurden 3,7 kbp der 5’ UTR von mCd97, bezeichnet als Promotorfragment, 
amplifiziert (Tab. 12). Davon ausgehend wurden weitere 5‘ deletierte Promotorfragmente 
hergestellt. Als Template diente genomische DNA des Mausstamms C57BL/J6 (The 
Jackson Laboratory, USA, Maine). Die benötigten Primer (Tab. 13) wurden anhand der 
DNA-Sequenz der 5‘ UTR von mCd97 (siehe Anhang) erstellt und durch BioTez Berlin-
Buch GmbH synthetisiert. Die Primer enthalten für die weiteren Klonierungsschritte jeweils 
am 5’ Ende die Bindungsstelle für eine Restriktionsendonuklease. Die Nukleotide der 5‘ 
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UTR von mCd97 wurden relativ zum Transkriptionsstartpunkt nummeriert, welcher als 0 
definiert ist. 
 
3.3.2 Ligation mit Plasmidvektoren 
3.3.2.1 Beschreibung der verwendeten Plasmidvektoren 
 pGL3-Basic Vektor (Promega) 
Der pGL3-Basic Vektor (pGL3) wird zur quantitativen Analyse der mCd97 Genexpression 
als Reportervektor genutzt. Dafür sind drei wesentliche Eigenschaften des Vektors wichtig. 
Erstens enthält pGL3 keine eukaryotische Promotoren oder Enhancerelemente. Zweitens  
besitzt pGL3 eine Mutliple Cloning Site (MCS) mit verschiedenen Bindungsstellen für 
Restriktionsenzyme, in die DNA Sequenzen einkloniert werden können. Und drittens 
befindet sich in 3’ Richtung der MCS das firefly - Luziferasegen. Mit Hilfe eines 
entsprechenden Assays kann damit die Aktivität des mCD97 Promotors bestimmt werden. 
Der Vektor enthält eine Antibiotikaresistenz auf Ampicillin zur Selektierung vektornegativer 
Kulturen.  
 
 pGEM®-T Easy Vektor (Promega) 
Der Vektor pGEM®-T Easy eignet sich zum Klonieren von PCR-Produkten. Er besitzt einen 
3’ Thymidin-Überhang, wodurch PCR-Produkte, die bei der Amplifikation durch 
Polymerasen einen Adenosin-Überhang erhalten, mit einer höheren Effizienz in das 
Plasmid ligiert werden können. Bei erfolgreicher Klonierung wird die codierende Sequenz 
eines ß-Galactosidasegens unterbrochen. Deshalb ist durch Zugabe des Substrates X-Gal 
(5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-Galactopyranosid) und dem Translationsinduktor IPTG 
(Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid) ein Blau/Weiß Screening möglich, mit dem man 
Bakterienkolonien identifizieren kann, die den Vektor und das PCR-Produkt enthalten.  
 
3.3.2.2 Ligation 
Die Größe der amplifizierten Promotorfragmente wurde mittels Gelelektrophorese (1,2% 
Agarosegel mit 4% Ethidiumbromid, Carl Roth GmbH, Deutschland, Karlsruhe) kontrolliert 
und die gewünschte Bande anschließend aus dem Gel mittels Skalpell herausgeschnitten. 
Mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH) erfolgte eine Aufreinigung  
(Tab. 14). Danach wurden die Enden des Promotorfragmentes und der Reportervektor 
pGL3 in der MCS mit den Restriktionsendonukleasen Kpn I/Bgl II oder Mlu I/Bgl II 
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enzymatisch geschnitten (Tab. 15). Anschließend wurden die Promotorfragmente mit dem 
DNA Clean & ConcentratorTm -5 Kit (Zymo Resaerch Corporation, USA, Irvine) erneut 
aufbereitet (Tab. 16). Der Reportervektor pGL3 wurde dephosphoryliert (Tab. 17) und 
danach mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH) 
gereinigt (Tab. 8). Schließlich erfolgte die Ligation der Promotorfragmente mit pGL3 über 
Nacht bei 4°C (Tab. 18A).  
Promotorfragmente mit >1000 bp wurden zunächst mit dem Vektor pGEM®-T Easy 
ligiert (Tab. 18B). Danach erfolgte die Transformation (Kapitel 3.3.3) und Isolation der 
Plasmid-DNA (Tab. 19). Die Promotorfragmente wurden dann aus dem pGEM®-T Easy 
enzymatisch durch die Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten (Tab. 15) und mit 
pGL3 ligiert (Tab. 18A).  
Die mit dem Reportervektor pGL3 ligierten Promotorfragmente werden im 
Folgenden als Promotorplasmide bezeichnet.  
 
3.3.3 Transformation 
Ziel der Transformation ist es, die Promotorplasmide bakteriell zu vermehren. Dazu wurde 
der E. coli-Stamm XL-10 Gold (Stratagene Europa, Niederlande, Amsterdam) verwendet. 
20µl der ultrakompetenten Bakterien wurden im 1,5 ml Reagenzgefäß auf Eis aufgetaut 
und unverzüglich mit 0,8µl ß-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) versetzt. 
Nach einer Inkubationszeitzeit von 10 Minuten wurden 3 µl der Promotorplasmide 
zugefügt. Nach 30 Minuten auf Eis wurde das Reagenzgefäß in einem Wasserbad bei 
42°C für 45 Sekunden inkubiert, danach sofort für 2 Minuten auf Eis gestellt und 
schließlich in 1ml vorgewärmtes SOC-Medium (SOB Pulvermedium + 20mM Glucose; 
Applichem GmbH, Deutschland, Darmstadt) überführt. Für 1 Stunde wurden die Proben bei 
37°C und 6 x g inkubiert. Anschließend konnten die Bakterien bei 80 x g für 5 Minuten 
pelletiert werden. 850 µl des Überstandes wurden abpipettiert und verworfen, der Rest 
resuspendiert und auf eine mit 100µg/ml Ampicillin (Boehringer, Deutschland, Mannheim) 
vorgefertigte Agarplatte (Carl Roth GmbH) ausplattiert. Diese wurde über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Für Promotorplasmide, die mit dem pGEM®-T Easy Vektor ligiert wurden und bei 
dem PCR-Produkt zur Bestimmung des mCd97 Transkriptionsstartpunktes, enthielten die 
Agarplatten zusätzlich 12 µg/ml IPTG und 80 µg/ml X-Gal (jeweils Boehringer) für ein 
Blau-Weiß-Screening. Am darauffolgenden Tag wurden Übernachtkulturen angefertigt, 
indem unter sterilen Bedingungen mit einer Pipettenspitze eine weiße Kolonie von den 
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Platten gepickt und in 5ml LB-Medium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) überimpft wurden. 
Dies wurde für 12-16 Stunden bei 37°C und 7 x g inkubiert.  
Für mutierte Promotorplasmide wurde der E. coli-Stamm XL-1 blue (Stratagene 
Europa) verwendet und nur 1 µl der Promotorplasmide verwendet.  
 
3.3.4 Isolation der Promotorplasmide 
Die Übernachtkulturen wurden bei 8000 x g für 3 Minuten pelletiert und der Überstand 
verworfen. Mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN GmbH) wurden die 
Promotorplasmide isoliert (Tab. 19).  
 
3.3.5 Mutation der Promotorplasmide 
Um relevante Nukleotidsequenzen oder einzelne Nukleotide in den Promotorplasmiden zu 
mutieren, wurde eine site-directed Mutagenese-PCR (QuikChange II Site-Directed 
Mutagenesis Kit; Stratagene Europa) durchgeführt (Tab. 20). Als Template dienten 100ng 
des nicht mutierten Promotorplasmides. Die verwendeten Primer wurden über das 
Programm PrimerX (http://bioinformatics.org/primerx/) generiert und bei Eurofins MWG 
Operon (Deutschland, Ebersberg) synthetisiert (Tab. 21). Nach Abschluss der site-directed 
Mutagenese-PCR folgte ein enzymatischer Abbau der nicht mutierten Promotorplasmide, 
indem 1 µl Dpn I (Stratagene Europa) zum PCR-Ansatz zugegeben und dies 1 Stunde bei 
37°C inkubiert wurde. 
 
3.3.6 Kontrolle der Promotorplasmide 
Die Sequenz der Promotorplasmide wurde durch Sequenzierung (DNA-Core Unit des IZKF, 
Deutschland, Leipzig) verifiziert. Hierfür wurden die Promotorfragmente in den 
Promotorplasmiden von beiden Seiten mittels geeigneter Primer sequenziert (Tab. 13). 
 
3.4. Bestimmung der Luziferaseaktivität 
3.4.1 transiente Transfektion 
Die Zellen wurden in 24-Well Platten (Greiner Bio-One GmbH) ausgesät und nach 24 
Stunden transient mit 200ng der Promotorplasmide, 10ng des Kontrollvektors pRL-Null 
(Promega) und 1µl Lipofectamine® 2000 (Invitrogen GmbH) transfektiert (Abb. 5A). Nach 
24 Stunden wurde das Zellmedium gewechselt, nach 48 Stunden die Zellen mit PBS 
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(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gewaschen und danach mit 100µl des passive lysis buffer 
(Promega) lysiert.  
 
3.4.2 Luziferasereportergenassay 
Zur Quantifizierung der transkriptionalen Aktivität der Promotorplasmide wurde der Dual-
Luciferase®Reporter (DLRTm) Assay (Promega) verwendet. Der Reportervektor pGL3 codiert 
die cDNA der firefly Luziferase, der kotransfektierte Vektor pRL-Null die cDNA der Renilla-
Luziferase. Die Enzyme werden von den Zellen koexprimiert und anschließend sequentiell 
die enzymatische Aktivität nach Zugabe der Enzymsubstrate gemessen. Das generierte 
Lumineszenzsignal wurde im Microplate Luminometer (Berthold Technologies, 
Deutschland, Bad Wildbad) quantitativ bestimmt (Abb. 5B).  
Um die Transfektionseffizienz zu kontrollieren, wurde die Aktivität der firefly-
Luziferase zur Aktivität der Renilla-Luziferase normalisiert. Die Aktivität der Renilla-
Luziferase stellt damit die basale Transkriptionsaktivität der Zellen dar. Es erfolgte eine 






Abb. 5: Übersicht transiente Transfektion und Reportergenassay 
A) Die Promotorplasmide und der Vektor pRL-Null sowie Lipofectamine® 2000 (Invitrogen GmbH) werden getrennt in 50µl Opti-MEM® I 
(Invitrogen GmbH) dilutiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird beides gemischt und erneut 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die murinen Zelllinien wurden am Vortag in 24-Well Platten (Greiner Bio-One GmbH) ausgesät (C2C12 0,7x105, 
C3H/10T1/2, Hep 53.4 0,8x105, 3T3, CMT-93, CT-26, LLC 1x105, RAW 264.7 1,5x105). Das Zellmedium DMEM bzw. RPMI (Invitrogen GmbH) 
wurde vor Transfektion entfernt und der DNA/Lipofectamine®-Komplex aufgetragen. Nach 24 Stunden wurde das Zellmedium DMEM bzw. RPMI 
zugegeben. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit PBS (Sigma-Aldrich Chemie) gewaschen und danach mit 100µl Passive lysis Buffer 
(Promega) lysiert. 
B) Mit dem DLR™ Assay (Promega) wurden die Aktivität der firefly und der Renilla Luziferase sequentiell aus 40µl Zelllysat in 96-Well Platten 
(LUMITRAC 200, Greiner Bio-One GmbH) bestimmt. Zunächst wurde die Aktivität der firefly Luziferase gemessen, indem 50µl des Enzymsubstrats 
Luziferase Assay Reagent II (LAR II) zugegeben wurden. Dadurch wurde ein Lumineszenzsignal generiert, welches im Microplate Luminometer 
(Berthold Technologies) quantifiziert wurde. Anschließend wurde durch Zugabe von 50µl der Stop & Glo® Reagent diese Reaktion gestoppt und 
die Reaktion der Renilla Luziferase initiiert. Die Aktivität der firefly Luziferase wurde relativ zur Renilla-Luziferase angegeben. Es erfolgte eine 
Doppelbestimmung jedes Promotorplasmides in mindestens 3 unabhängigen Experimenten. (LAR II und Stop & Glo® Reagent sind Bestandteile 
des DLR™ Assay von Promega) 
 
3.5 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
Um die Bindung von Transkriptionsfaktoren an Oligonukleotide mit DNA-Sequenzen der 
5‘ UTR von mCd97 nachzuweisen, wurde ein electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
verwendet. Dabei wurden Oligonukleotide genutzt, welche mit dem Fluoreszenzmarker 
IRDye™ 700 gekoppelt sind (Eurofins MWG Operon, Deutschland, Eberberg) (Tab. 22). 
Von den verwendeten Zelllinien wurden Zellkernextrakte entsprechend der Methode von 
Schreiber et al. (1989) [68] hergestellt (Tab. 23). Es erfolgte eine Bindungsreaktion in 
einem 10µl Standardreaktionsansatz für 20 Minuten bei Raumtemperatur und in 
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Dunkelheit (Tab. 24). Für den Supershift wurden 1µl Antikörper (200ng/µl) gegen die 
Transkriptionsfaktoren E2F1, SP3, CREB oder SRF verwendet (alle Santa Cruz 
Biotechnology, Deutschland, Heidelberg). Die Spezifität der Bindung wurde durch Zugabe 
eines Kompetitors, d.h. einem sequenzidentischen, aber nicht IRDye™ 700 gekoppelten 
Oligonukleotids, in doppelter Menge überprüft.  
Die Proben wurden auf ein natives 4% Polyacrylamidgel (Tab. 25) bei 10 V/cm für 
30 Minuten aufgetragen. Die Visualisierung erfolgte am Odyssey Imaging System (LI-COR 
Biotechnology GmbH, Deutschland, Bad Homburg). 
 
3.6 Bioinformatische Analysen 
Vergleichende bioinformatische Untersuchungen der 5’ UTR von mCd97 wurden in 
Zusammenarbeit mit dem Interdisziplinäres Zentrum für Bioinformatik (IZBI) der Universität 
Leipzig durchgeführt. Dazu wurde das Match program (Version 1.9), die TRANSFAC 
professional database (Version 7.2) und die JASPAR open access database verwendet. 
Bindungsstellen für CArG wurden innerhalb von 6kbp der 5‘ UTR von mCd97 unter 
Verwendung der CArG consensus sequence CC(A/T)6GG [69] und einem string matching 
approach, welches 1 mismatch erlaubt, ermittelt.  
Die mCD97 Promotorregion -104/-85 wurde mit homologen Sequenzen 
verschiedener Säugetierarten (Mensch, Pinseläffchen, Schimpanse, Pavian, Rhesusaffe, 
Hund, Panda, Elefant, Schwein, Kuh, Ratte) mittels BLAST und clustalW verglichen.  
 
3.7 Statistik 
Alle statistischen Berechnungen (studentischer t-Test, Korrelation nach Pearson) erfolgten 
mit SPSS Version 18.0 (IBM, USA, Chicago). Das Signifikanzniveau für Ergebnisse liegt bei 






4.1 Analyse der Expression von mCD97 in murinen Zelllinien 
Zur Untersuchung der Zelltyp-spezifischen Regulation von mCD97 wurden murine 
Zelllinien verschiedenen Ursprungs kultiviert. Zunächst wurde überprüft, wie stark mCD97 
auf mRNA Ebene und Proteinebene in diesen Zelllinien exprimiert wird. Die mCD97 mRNA 
wurde mittels quantitativer Real-time PCR quantifiziert. Die höchsten Expressionslevel von 
mCD97 mRNA wurden in den myoblastischen Vorläufern C2C12, den 
Monozyten/Makrophagen RAW 264.7 und den Fibroblasten C3H10T1/2 gefunden. Auf 
Proteinebene wurde mCD97 durchflusszytometrisch quantifiziert. Auch hier zeigten diese 
drei Zelllinien die höchste Expression von mCD97. Niedrigere mCD97 mRNA- und 
Proteinlevel wurden bei CT-26 (kolorektales Karzinom), 3T3 (Fibroblast), CMT-93 
(Rektumkarzinom) und LLC (Lungenkarzinom) ermittelt. Hep 53.4 (Leberkarzinom) ist 
mCD97-negativ. Zum Vergleich der Expressionslevel von mCD97 auf mRNA Ebene und 
Proteinebene aller Zelllinien wurde eine Regressionsanalyse durchgeführt. Diese ergab 
eine signifikante Korrelation beider Variablen (r=.747; p=.034) (Abb. 6). 
 
 
Abb. 6: Expression von mCD97 der untersuchten Zelllinien 
Die Level von mCD97 mRNA (zmol CD97mRNA/amol GAPDH RNA) und Protein (Durchflusszytometrie, Mean Fluorescence Intensity - MFI) 




4.2. Herstellung von mCD97 Promotorplasmiden und Bestimmung deren Aktivität im 
Luziferasereportergenassay 
Da der mCD97 Promotor die Transkription des mCd97 Gens initiiert, wurde zunächst der 
Startpunkt der Transkription mit dem 5’/3’ RACE Kit (Roche) bestimmt. Dazu wurde 
Gesamt-RNA von RAW264.7 Zellen gewonnen, diese in mCD97 cDNA umgeschrieben 
und in zwei sequentiellen nested PCR, entsprechend Anleitung des 5’/3’ RACE Kits, 
eingesetzt. Das DNA Produkt wurde anschließend in den pGEM® T-easy Vektor kloniert. 
Die Sequenzierung von 10 Klonen ergab, dass die Transkription 45 Nukleotide upstream 
des ATG - Startcodons initiiert wird. Der Startpunkt der Transkription von mCd97 wird im 
Folgenden mit 0 bezeichnet und die Nukleotide upstream davon mit „-“, downstream 
davon mit „+“ nummeriert. 
Um den mCD97 Promotor zu charakterisieren, wurden insgesamt 9 
Promotorplasmide hergestellt. Diese bestehen aus dem promotorlosen Reportervektor 
pGL-3 und 9 sukzessive 5‘ deletierten Promotorfragmenten aus der DNA-Sequenz der 5‘ 
UTR von mCd97. Die Promotorplasmide wurden mit der Position des Nukleotides an 
beiden Enden des DNA-Fragmentes der 5‘ UTR und pGL-3 bezeichnet. (Abb. 7) Das 3‘ 
Ende der DNA-Fragmente ist bei +29 jeweils identisch, d.h. der Startpunkt der 
Transkription, nicht aber das ATG - Startcodon, ist in den Promotorplasmiden vorhanden. 
Promotorfragmente mit einem 3‘ Ende bei +75 und +129 zeigten in Vorversuchen 





Abb. 7: Übersicht der hergestellten Promotorplasmide und deren Luziferaseaktivität in C2C12, RAW 264.7 und C3H10T1/2 Zellen 
5‘ deletierte Promotorfragmente aus der DNA-Sequenz der 5‘ UTR von mCd97 wurden durch PCR amplifiziert und vor ein Luziferasegen (Luc) in den 
Reportervektor pGL-3 kloniert. Die Bezeichnung der entstehenden Promotorplasmide erfolgte mit der Position des Nukleotids an beiden Enden des 
enthaltenen Promotorfragmentes und pGL-3. Die Nummerierung der Nukleotide ist relativ zum Transkriptionsstartpunkt. Das mCd97 Gen ist mit 
einem grauen Pfeil markiert.  
Die Zelllinien wurden mit 200ng der Promotorplasmide und 10ng des Kontrollplasmids pRL-Null transient kotransfektiert. Nach 48 Stunden wurde 
die Luziferaseaktivität in den Zelllysaten gemessen und auf die Luziferaseaktivität des kotransfektierten Kontrollplasmids pRL-Null normalisiert. Die 
Daten sind als Vielfaches der Luziferaseaktivität des Reportervektors pGL-3 angegeben und repräsentieren die Ergebnisse von mindestens 3 
unabhängigen Messungen mit jeweiliger Doppelbestimmung (Mittelwert ± SEM). 
 
Um den minimalen Promotor und regulierende Bereiche zu identifizieren, wurden die 
Promotorplasmide in die murinen Zelllinien transient transfektiert und die Luziferaseaktivität 
gemessen. In allen Zelllinien konnte eine Luziferaseaktivität nachgewiesen werden, mit den 
höchsten Werten in C2C12, RAW264.7 und C3H10T1/2. Zur einfacheren 
Veranschaulichung wird die Luziferaseaktivität der Promotorplasmide in diesen drei 
Zelllinien in Abb. 7 wiedergegeben. 
Die höchste Luziferaseaktivität für das längste Promotorplasmid (-3723/+29)pGL3 
wurde in C2C12 gemessen. Nach sukzessiver 5‘ Deletion der klonierten 5‘ UTR von 
mCd97 in den anderen Promotorplasmiden zeigte sich je nach Zelllinie eine 
unterschiedliche Änderung der Luziferaseaktivität. In allen Zelllinien zeigte das 
Promotorplasmid (-131/+29)pGL3 die maximale Luziferaseaktivität. Die Luziferaseaktivität 
von (-131/+29)pGL3 korreliert mit Leveln an mCD97 Protein (r=0.969, p<0.0001). 
(Abb. 8)  
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Die Deletion von 31 Nukleotiden des Promotorplasmides (-131/+29)pGL3 zu                
(-100/+29)pGL3 reduziert die Luziferaseaktivität um 33% in C2C12, RAW264.7 und 
C3H10T1/2 Zellen. Die weitere Verkürzung der 5‘ UTR um 22bp zu (-78/+29)pGL3 
erniedrigt die Luziferaseaktivität dramatisch um ca. 84%. Im Promotorplasmid                  
(-45/+29)pGL3 konnte in keiner Zelllinie eine Luziferaseaktivität gemessen werden. 
Daraus kann einerseits geschlussfolgert werden, dass zwischen den Nukleotiden -
100 bis -78 der 5‘ UTR von mCd97 eine regulierende Nukleotidsequenz vorhanden ist 
und andererseits sich der minimale Promotor bei -78 bis +29 befindet. 
 
 
Abb. 8: Vergleich der Luziferaseaktivität des Promotorplasmides (-131/+29)pGL3 mit der mCD97 Expression in der Durchflusszytometrie 
Die Luziferaseaktivität des Promotorplasmides (-131/+29)pGL3 korreliert stark mit dem Proteinlevel von mCD97 in der Durchflusszytometrie (MFI 
- Mean Fluorescence Intensity) (r=0.969, p<0.0001). 
 
4.3. Charakterisierung von potentiellen Bindungssequenzen für Zelltyp-spezifische 
Transkriptionsfaktoren 
4.3.1 Die Nukleotide CACTT(-93/-89) sind entscheidend für die Luziferaseaktivität 
Die starke Abnahme der Luziferaseaktivität zwischen dem Promotorplasmid                      
(-100/+29)pGL3 und (-78/+29)pGL3 in allen Zelllinien lässt auf die Bindungsstelle für 
einen aktivierenden Transkriptionsfaktor in dem Nukleotidbereich -100 bis -78 der 5‘ UTR 
von mCd97 schließen. Nach Herstellung eines weiteren Promotorplasmides             
pGL3(-89/+29) mit ähnlicher Luziferaseaktivität, wie der des Promotorplasmides             
(-78/+29)pGL3, konnte der relevante Nukleotidbereich auf -100 bis -89 weiter 
eingegrenzt werden.  
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Da regulierende Nukleotidsequenzen oft evolutionär konserviert sind [70][71], wurde 
überprüft, ob eine evolutionäre Konservierung innerhalb von -104 bis -85 der 5’ UTR von 
mCd97 verschiedener Säugetierspezies vorhanden ist. Dazu wurden 17 homologe 
Nukleotidsequenzen bioinformatisch miteinander verglichen (Abb. 9). Dabei zeigte sich, 
dass der Bereich von -93 bis -85 zwischen den Spezies hoch konserviert ist. Die 
Nukleotidsequenz CACTT (-93/-89) findet sich in fast allen Spezies. Lediglich 1 Nukleotid 
unterschied sich in der Sequenz von Microcebus (AG) und von Hasen (2. C T). Die 6 
Nukleotide (-99/-94) vor CACTT (-93/-89) sind nicht konserviert. Es wurden 4 Varianten 
in diesem Bereichs gefunden: TTATTG für Primaten; TTACTG für Hund, Panda, Elefant 
und Schwein, TCGCTC bei Kühen und CCCCGG für Nagetiere. 
 
 
Abb. 9: Evolutionäre Konservierung des Nukleotidbereichs -104bp bis -85bp der 5‘ UTR von mCd97 
Die evolutionäre Konservierung des Nukleotidbereichs -104/-85 des mCD97 Promotors wird als Weblogo eines Viterbi-Vergleichs zwischen Mensch, 
Pinseläffchen, Schimpanse, Pavian, Rhesusaffe, Hund, Panda, Elefant, Schwein, Kuh, Maus und Ratte dargestellt. Die Größe des Buchstabens dient 
als Maß der evolutionären Konservierung, wobei 2 bits einer Konservierung von 100% entsprechen. Die Nukleotidsequenz CACTT (-93/-89) ist fast 
komplett in den untersuchten Spezies konserviert. 
 
Im Promotorplasmid (-100/+29)pGL3 wurde daraufhin die Nukleotidsequenz zwischen     
-100 und -89 schrittweise mutiert und erneut die Luziferaseaktivität bestimmt. Den 
stärksten Einfluss auf die Luziferaseaktivität zeigte in C2C12 die Mutation der Nukleotide 
CACTT in Position -93/-89. Die Luziferaseaktivität verringerte sich um 97% (p<0.001) 
(Abb. 10A). Dieser Effekt zeigte sich ebenso in RAW264.7 sowie in C3H10T1/2. Um die 
Relevanz der Nukleotide CACTT (-93/-89) zu überprüfen wurden diese Nukleotide auch 
im Promotorplasmid (-3723/+29)pGL3 mutiert. Die Luziferaseaktivität verringerte sich um 
ca. 57% in C2C12, RAW264.7 und C3H10T1/2 Zellen. (Abb. 10B)  
Nachfolgend wurde untersucht, ob alle 5 Nukleotide für die deutliche Reduktion 
der Luziferaseaktivität notwendig sind. Hierfür wurden die Nukleotide CAC (-93/-91) in 
GGG sowie die Nukleotide TT(TCC) (-90/-86) in AA(AAA) mutiert. Die stärkste Abnahme 





Abb. 10: Einfluss von Mutationen im Bereich -100 bis -86 der 5‘ UTR von mCd97 auf die Luziferaseaktivität des mCD97 Promotors in          
C2C12 Zellen 
A) Das Promotorplasmid (-100/+29)pGL3 wurde schrittweise mutiert und die Luziferaseaktivität in C2C12 Zellen bestimmt. Die Luziferaseaktivität 
des Wildtyps ist mit 100% gleichgesetzt (Mittelwert ±SEM, n=3; *p<0.05; ***p<0.001).  
B) Mutation der Nukleotide CACTT (-93/-89) im Promotorplasmid (-100/+29)pGL3 und (-3723/+29)pGL3, sowie von CAC (-93/-91) in GGG 
und TT(TCC) (-90/-86) in AA(AAA) im Promotorplasmid (-100/+29)pGL3 gemessen in RAW264.7, C2C12 und C3H10T1/2. Der Effekt der 
Mutationen ist in den 3 Zelllinien vergleichbar. Die Abnahme der Luziferaseaktivität ist am stärksten bei Mutation aller 5 Nukleotide. Auch im 
längsten Promotorplasmid (-3723/+29)pGL3 zeigte sich eine Abnahme der Luziferaseaktivität um ca. 57%, was auf die Relevanz der Nukleotide 
CACTT (-93/-89) für die transkriptionale Regulation von mCD97 hinweist.  
 
Um in vitro die Bindung eines Transkriptionsfaktors an den Bereich der 5’ UTR von mCd97 
mit der Nukleotidsequenz CACTT (-93/-89) nachzuweisen, wurde ein EMSA durchgeführt. 
Es wurde ein Oligonukleotid genutzt, welches den Nukleotidbereich -100bp bis -80bp und 
damit die Nukleotidsequenz CACTT (-93/-89) beinhaltet. Mit Zellkernextrakten konnte 
eine Proteinbindung an dieses Oligonukleotid exemplarisch für C3H10T1/2 Zellen 
nachgewiesen werden. Die Spezifität der Bindung wurde durch Zugabe eines Kompetitors, 
welcher dem ungelabelten Oligonukleotid entspricht und durch Zugabe eines 
Oligonukleotids mit mutierter Sequenz von CACTT (-93/-89) in TGACA überprüft. Die 
Proteinbindung wurde durch den Kompetitor reduziert und durch die mutierte Sequenz von 




Abb. 11: EMSA zur Überprüfung der in vitro Bindung von Transkriptionsfaktoren an -100/-80 
In vitro Bindung von Zellkernextrakten (C3H10T1/2) mit Oligonukleotiden (Oligo) des Nukleotidbereichs -100 bis -80 der 5’ UTR von mCd97 als 
wt (Wildtyp) oder mut (mutiert). Die Mutation betrifft nur der Nukleotide CACTT (-93/-89). Der Pfeil (      ) markiert die Proteinbindung. Die 
Spezifität der Bindung wurde durch Verwendung eines Kompetitors überprüft, welcher der doppelten Menge an ungelabeltem Oligo entsprach. Für 
den Supershift wurden 2 µg des Antikörpers gegen Nkx2.5, MYB und CREB verwendet.  
 
Um den Transkriptionsfaktor zu identifizieren, der an den Nukleotidbereich -100 bis -80 
der 5‘ UTR von mCd97 in vitro bindet, wurde eine bioinformatischen Analyse durchgeführt, 
wobei ein Abgleich mit bekannten Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren erfolgte. Es 
konnten 5 potentielle Transkriptionsfaktoren ermittelt werden, die mit hoher 
Wahrscheinlichkeit an die Nukleotide CACTT (-93/-89) und mit geringer 
Wahrscheinlichkeit an die mutierte Nukleotidsequenz GGGAA binden. (Tab. 26) 
 
  Score Wildtyp Score Mutation Differenz 
1. Nkx2.5 0.8455 0.3886 0.4569 
2. MYB 0.7727 0.4445 0.3282 
3. CREB 0.7846 0.4849 0.2997 
4. Inr 0.8491 0.5626 0.2865 
5. HIF-1 0.7545 0.4932 0.2613 
Tab. 26: Bindungsvorhersage für Transkriptionsfaktoren innerhalb des Nukleotidbereichs -100/-80 mit Wildtyp-CACTT (-93/-89) und Mutation-
GGGAA (-93/-89). 
Die Bindungsvorhersage wird durch einen Score wiedergegeben, welcher zwischen 0 und 1 liegen kann. 0 bedeutet Bindung unwahrscheinlich, 1 





Mit den Antikörpern gegen Nkx2.5 und MYB konnte kein Supershift im EMSA gezeigt  
werden, so dass eine Beteiligung dieser Transkriptionsfaktoren ausgeschlossen ist.  
(Abb. 11) Auch der Antikörper gegen CREB zeigte im EMSA keinen Supershift. (Abb. 11) 
Da das Initiator element (Inr), den Transkriptionsstartpunkt umspannt [72], ist die 
Bindungsvorhersage in dieser Position ohne Relevanz. Die funktionale Beteiligung von HIF-
1 in der mCD97 Regulation konnte durch Kultivierung der 3 Zelllinien C2C12, RAW264.7 
und C3H10T1/2 unter hypoxischen Bedingungen (0,5% Sauerstoff) für 24, 48 und 72h 
ausgeschlossen werden, da sich keine Änderung in mCD97 Expressionsleveln zu 
normoxisch kultivierten Zellen in der Durchflusszytometrie ergaben (Daten nicht gezeigt). 
 
4.3.2 Rolle von CArG - Elementen bei der mCD97 Regulation in C2C12 
In der Zelllinie C2C12, welche die höchste Aktivität im längsten Promotorplasmid                    
(-3723/+29)pGL3 zeigte, sollten weitere regulatorische Elemente der 5’ UTR von mCd97 
identifiziert und die transkriptionale Regulation durch muskelspezifische 
Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. 
Der Einfluss einer muskelspezifischen Regulation von mCD97 in C2C12 wurde 
zunächst in vivo bei der Differenzierung der Zelllinie von Myoblasten in Myozyten 
untersucht. Diese Differenzierung kann durch Entzug des fötalen Kälberserums und Ersatz 
mit Pferdeserum induziert werden. Von den differenzierten C2C12 Myozyten wurde mittels 
Durchflusszytometrie die Expression von mCD97 nach 48h, 72h und 96h Differenzierung 
bestimmt. Im Vergleich zu undifferenzierten C2C12 zeigte sich eine kontinuierliche 
Abnahme der CD97 Level um 20% nach 48h, 42% nach 72h und 80% nach 96h. (Abb. 
12A) Anschließend wurde die Luziferaseaktivität der Promotorplasmide in undifferenzierten 
und differenzierten C2C12 untersucht. Ein Einfluss der Differenzierung auf die 
Luziferaseaktivität konnte in allen Promotorplasmiden nachgewiesen werden. Die 
Luziferaseaktivität nahm zwischen 21% - 55% ab (Abb. 12B). 
Das bedeutet, dass Faktoren, die im fötalen Kälberserum enthalten sind, an der 





Abb. 12: Regulation von mCD97 in C2C12 Zellen 
A) mCD97 Expression von undifferenzierten (undiff.) und differenzierten (diff.) C2C12, Durchflusszytometrie (n=3, Mittelwert  SEM; MFI - Mean 
Fluorescence Intensity). Die Messungen erfolgten jeweils 48, 72 und 96h (undifferenziert: Kultivierung mit 10% fötalem Kälberserum;   
differenziert: 2% Pferdeserum).  
B) Die Luziferaseaktivität der Promotorplasmide wurde von undifferenzierten und 96h differenzierten C2C12 bestimmt.  
 
Im nächsten Schritt wurden ca. 6 kbp der 5’ UTR von mCd97 mittels bioinformatischer 
Analyse (string matching approach) auf typische Bindungssequenzen für muskelspezifische 
Transkriptionsfaktoren analysiert. In der Position -5254/-5245 wurde die Bindungsstelle für 
ein CArG-Element mit der consensus sequence CC(A/T)6GG identifiziert. CArG-Elemente 
stellen die Bindungsstelle für den serum response factor (SRF) dar. Sie sind typisch für 
Muskelzellen [73][74][75]. Durch Austausch von C oder G Nukleotiden innerhalb des 
(A/T)6 - Bereiches der consensus sequence CC(A/T)6GG wird die Bindungsaffinität zu SRF 
in Muskelzellen reduziert, weshalb diese Elemente als CArG-like bezeichnet werden 
[73][74][75]. Um CArG-like Elemente zu identifizieren, wurde eine erneute Analyse 
durchgeführt, bei der ein mismatch von 1 Nukleotid erlaubt wurde. Es konnten 8 CArG-
like Elemente gefunden werden. (Tab. 27) 
 
 Position Nukleotidsequenz 5’...3’ Bereich der Mutation 
CArG1 -5254/-5245 CCAAATATGG - 
CArG2 -3684/-3675 CCAACAATGG (A/T)6 
CArG3 -3155/-3146 CCATTTTTTG CC oder GG 
CArG4 -3002/-2993 CCTAATGTGG (A/T)6 
CArG5 -1856/-1847 CCATTACAGG (A/T)6 
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CArG6 -1158/-1149 CCTTATTACG CC oder GG 
CArG7 -981/-972 CCTTATTACG CC oder GG 
CArG8 -705/-696 CCAAAAACGG (A/T)6 
CArG9 -376/-367 TCTTATTTGG CC oder GG 
Tab. 27: Bioinformatische Vorhersage von CArG und CArG-like Elementen innerhalb von 6 kbp der 5’ UTR von mCd97 
Die CArG Elemente wurde nummeriert, beginnend mit dem am weitesten 5’ von mCd97 gelegenen. CArG 1 entspricht der consensus sequence 
CC(A/T)6GG. CArG 2-9 sind CArG-like und haben eine Mutation im (A/T)6 oder CC bzw. GG Bereich. Die Bindungsaffinität zum korrespondierenden 
Transkriptionsfaktor SRF wird durch Mutation im CC oder GG Bereich stärker herabgesetzt als im (A/T)6 Bereich [73][74][75].  
 
Da CArG 1 (-5254/-5245) außerhalb des klonierten Bereichs der 5’ UTR von mCd97 
liegt, wurde ein neues Promotorplasmid (-5314/+29)pGL3 hergestellt. Anschließend 
wurde der Einfluss von CArG 1-9 auf die Luziferaseaktivität in diesem Promotorplasmid 
untersucht, indem jede Stelle einzeln mutiert und mit der Luziferaseaktivität des nicht 
mutierten Promotorplasmides verglichen wurde. In C2C12 zeigte sich eine signifikante 
Änderung der Luziferaseaktivität nur für CArG1, nicht aber für CArG 2-9. (Abb. 13)  
 
 
Abb. 13: Einfluss der CArG bzw. CArG-like Elemente auf die Luziferaseaktivität des Promotorplasmides (-5314/+29)pGL3 
Vergleich der Luziferaseaktivität des Promotorplasmides (-5314/+29)pGL3 als Wildtyp (wt) und mit einzelner Mutation von CArG1-9 (c1-9). Die 
Luziferaseaktivität des Wildtyps wurde auf 100% gesetzt und relativ dazu die Änderung der Mutationen. (n=3, Mittelwert±SEM, ***p<.01). 
 
Abschließend wurden EMSAs mit C2C12 Zellkernlysaten durchgeführt, um eine in vitro 
Bindung von SRF an Oligonukleotide zu zeigen, welche die CArG bzw. CArG-like 
Elemente der 5’ UTR von mCd97 enthalten. Die CArG consensus sequence des Calponin 
Gens [76] diente als Positivkontrolle. Die Spezifität der Bindung wurde durch Kompetition 
mit dem ungelabelten und dem mutierten Oligonukleotid überprüft. Für den Supershift 
wurde ein Antikörper gegen SRF genutzt. Die Nukleotidsequenz der CArG consensus 
sequence des Calponin Gens [76] zeigte eine Bindung mit SRF, welche durch einen 
erfolgreichen Supershift spezifisch nachgewiesen werden konnte. (Abb. 14A) Unspezifische 
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Antikörper gegen die Transkriptionsfaktoren Stat-1 und E2F-1 ergaben dagegen keinen 
Supershift. Auch für die Sequenz von CArG1 konnte eine spezifische SRF-Bindung durch 
Supershift demonstriert werden. (Abb. 14B) Durch Zugabe des Kompetitors oder der 
mutierten Sequenz wird die Bindung reduziert. Die CArG-like Elemente (CArG 2-9) zeigten 
dagegen keine Bindung mit SRF im EMSA, welches exemplarisch für CArG 2 und 3 
dargestellt ist. (Abb. 14C) 
 
 
Abb. 14: in vitro Bindung von SRF an CArG bzw. CArG-like Elemente in der 5’ UTR von mCd97 mittels EMSA 
Der EMSA wurde mit Zellkernextrakten von undifferenzierten C2C12 Zellen durchgeführt. Verwendet wurden Oligonukleotide mit der SRF-consensus 
sequence (SRF consensus) des Calponin Gens [76], sowie für CArG1, CArG2 und CArG3 der 5‘ UTR von mCd97. Für eine Kompetition (Kompetitor) 
wurde ein 2-facher Überschuss des jeweiligen ungelabelten Oligonukleotides und für den Supershift 2 µg des Antikörpers gegen SRF, Stat-1 oder 
E2F-1 genutzt. 
A) Die Bindung von SRF an die consensus sequence [76] ist markiert (     ). Die Spezifität für SRF wird durch den erfolgreichen Supershift 
demonstriert (      ). Die Antikörper gegen Stat-1 und E2F-1 zeigen keinen Supershift. 
B) Die Bindung von SRF an die SRF-consensus sequence [76] und an CArG1 können durch Zugabe des Kompetitors und der jeweilig mutierten 
Sequenz reduziert werden. 





In der vorliegenden Arbeit wurde die 5‘ UTR von mCd97 untersucht, um den mCD97 
Promotor zu charakterisieren und potentielle Bindungssequenzen (CRE) für die Zelltyp-
spezifische Regulation durch Transkriptionsfaktoren zu identifizieren.  
Zunächst wurden murine Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs kultiviert und die 
Expressionslevel von mCD97 auf mRNA Ebene und Proteinebene bestimmt. Dadurch 
konnten Zelllinien identifiziert werden, die mCD97 exprimieren und für die Untersuchung 
der Zelltyp-spezifischen Regulation geeignet sind. Zu diesen gehören mit der höchsten 
mCD97 Expression RAW 264.7 (Monozyten/Makrophagen), C2C12 (Myoblasten) und 
C3H10T1/2 (Fibroblasten). Diese Ergebnisse reflektieren das bekannte Expressionsmuster 
von mCD97 auf hämatopoetischen, epithelialen und endothelialen sowie auf muskulären 
Zellen [57]. 
Da der mCD97 Promotor bisher nicht untersucht wurde, erfolgte zunächst eine 
Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes von mCd97. Dieser befindet sich 46bp 
upstream des ATG - Startcodons. Klassische core promoter elements, wie eine TATA box 
oder ein Inr (initiator element) fehlen im murinen ähnlich wie im hCD97 Promotor [44].  
Durch mehrere Promotorplasmide, die maximal 3752bp der 5‘ UTR von mCd97 
enthalten, wurden regulierende Abschnitte im mCD97 Promotor nachgewiesen. Die 
Luziferaseaktivität der Promotorplasmide war unter allen Zelllinien in C2C12, RAW264.7 
und C3H10T1/2 am höchsten.  
Der signifikante Zusammenhang der Luziferaseaktivität der Promotorplasmide mit 
den durchflusszytometrisch bestimmten mCD97 Expressionsleveln in den untersuchten 
Zelllinien, kann als Beleg für die Bedeutung der transkriptionale Regulation des mCD97 
Moleküls bei gleichzeitig geringen posttranskriptionalen Einflüssen interpretiert werden. Ein 
ähnlicher Zusammenhang konnte bei den Untersuchungen zum Expressionsmuster von 
mCD97 identifiziert werden, wobei mCD97 immunhistochemisch in Geweben einer 
Wildtyp-Maus und die Aktivität von nukleärer ß-Galaktosidase in einer Cd97-lacZ Maus 
nachgewiesen wurde [57]. In der CD97-lacZ Maus steuert der endogene mCD97 
Promotor die Expression eines lacZ Gens, wodurch der ß-Galaktosidasenachweis als Maß 
für die Promotoraktivität des Gens dient. Die Ergebnisse der CD97 Expression durch 




Als regulierender Abschnitt im mCD97 Promotor wurde der Nukleotidbereich -100 bis -78 
identifiziert. Durch Mutationsuntersuchungen im Promotorplasmid pGL3(-100/+29) wurde 
die Nukleotidsequenz CACTT (-93/-89) isoliert, welche nach Mutation zu einem deutlichen 
Abfall der Luziferaseaktivität im Vergleich zum unmutierten Wildtyp führte. Die Bedeutung 
dieser Bindungsstelle konnte nach Mutation der Nukleotidsequenz CACTT (-93/-89) im 
Promotorplasmid pGL3(-3723/+29) verifiziert werden.  
Durch einen bioinformatischen Vergleich von 17 homologen Säugetiersequenzen 
konnte die hohe Konservierung der 5 Nukleotide CACTT (-93/-89) bestätigt werden. Die 
Unterfamilie der EGF-TM7 Moleküle von Adhäsions-GPCR erscheint in der Evolution spät, 
was auf eine moderne Genfamilie schließen lässt [77]. Regulierende Nukleotidsequenzen 
können durch evolutionäre Konservierung zwischen verschiedenen Spezies identifiziert 
werden [70][71], da die niedrige Mutationsrate solcher „konservierter“ Bereiche auf einen 
hohen Selektionsdruck deutet und damit auf funktionell kritische Bereiche hinweist [78].  
Im Gelshiftassay (EMSA) konnte in vitro die Bindung eines Transkriptionsfaktors an 
ein Oligonukleotid mit der Nukleotidsequenz -100 bis -80 nachgewiesen werden. Die 
Mutation des Motivs CACTT (-93/-89) in diesem Oligonukleotid führte zum Verlust der 
Bindung, was mit den Ergebnissen der Luziferaseaktivität korrespondiert. Eine 
bioinformatische Analyse ergab fünf potentiell bindende Transkriptionsfaktoren. Die 
Transkriptionsfaktoren Nkx2.5, MYB, CREB, Inr und HIF-1 binden mit hoher 
Wahrscheinlichkeit an das Oligonukleotid mit der Wildtyp Sequenz CACTT (-93/-89) und 
mit geringer Wahrscheinlichkeit an die mutierte Sequenz. Nkx2.5 und MYB sind zelltyp-
spezifische Transkriptionsfaktoren. NKx2.5 bindet die consensus sequence CA(A/C)TT und 
wird vorwiegend in Herzmuskelzellen exprimiert [79]. Eine Inaktivierung des Nkx2.5 Gens 
führt zu schweren kardialen Malformationen bei Mäusen und zu embryonaler Letalität [79]. 
MYB ist ein essentieller Transkriptionsfaktor in der Hämatopoese und in der Erneuerung 
von Kolonkrypten [80]. Da die Mutation von CACTT (-93/-89) in dem Promotorplasmid 
pGL3(-100/+29) die Luziferaseaktivität in allen Zelllinien reduzierte, erscheint eine 
Bindung der zelltyp-spezifischen Transkriptionsfaktoren NKx2.5 und MYB unwahrscheinlich. 
Diese Annahme wurde durch den Einsatz von Antikörpern gegen Nkx2.5 und MYB im 
EMSA und fehlendem Supershift bestätigt. CREB ist ein Transkriptionsfaktor, der in adulten 
Neuronen wie auch neuronalen Stammzellen eine wichtige Rolle spielt und mit 
Tumorentstehung assoziiert ist [81][82]. Auch der Antikörper gegen CREB zeigte im EMSA 
keinen Supershift.  
34 
 
Die Bindungsvorhersage für das Inr (initiator element), welches in humanen Promotoren 
sehr häufig vorkommt und direkt am Transkriptionsstartpunkt im core promoter liegt [72], 
ist nicht relevant, da der Startpunkt der Transkription 89 Nukleotide downstream lokalisiert 
wurde. Die funktionale Beteiligung von HIF-1 in der mCD97 Regulation konnte durch 
Kultivierung der 3 Zelllinien unter hypoxischen Bedingungen (0,5% Sauerstoff) für 24h, 
48h und 72h ausgeschlossen werden, da sich keine Änderung in mCD97 
Expressionsleveln zu normoxisch kultivierten Zellen in der Durchflusszytometrie ergab 
(unveröffentlichte Daten Arbeitsgruppe Aust). 
Fazit: Der Transkriptionsfaktor, der im mCD97 Promotor an die Nukleotide CACTT (-93/-
89) bindet und dadurch aktivierend die mCD97 Expression beeinflusst, konnte nicht 
identifiziert werden. 
Im letzten Teil der Arbeit wurde die zelltypspezifische Regulation der murinen 
Myoblastenzelllinie C2C12 analysiert. Für hCD97 wurde gezeigt, dass viszerale, vaskuläre 
und sowohl benigne als auch maligne glatte Muskelzellen das Molekül unterschiedlich 
stark exprimieren [34][59]. Auch C2C12 zeigten eine starke Expression von CD97 in der 
Durchflusszytometrie und hohe Werte in der Luziferaseaktivität der Promotorplasmide. Eine 
Regulation von mCD97 konnte während der Differenzierung der C2C12 von der 
myoblastären in die myozytäre Form nachgewiesen werden. Dabei verringerten sich nicht 
nur die CD97 Expressionslevel der Durchflusszytometrie, sondern auch die Werte der 
Luziferaseaktivität. Damit kann die Relevanz der muskelspezifischen Regulation des 
mCD97 Promotors in C2C12 angenommen werden.  
Ein häufig vorkommendes cis regulatorisches Element in muskelspezifischen Genen 
(z.B. SM α-actin, skeletal α-actin, human cardiac α-actin, SM MHC) sind CArG-Elemente 
[73][74][75][83] mit der consensus sequence CC(A/T)6GG [69]. Sie stellen die 
Bindungsstelle für den serum response factor (SRF) dar, der ein hoch konservierter und weit 
exprimierter Transkriptionsfaktor in Säugetieren ist [84]. SRF reguliert zahlreiche immediate 
early und muskelspezifische Gene zusammen mit Kofaktoren, wie dem ternary complex 
factor (TCF) oder myocardin-related transcription factors (MTRFs) [80][81]. Die 
Bindungsaffinität von CArG zu SRF kann durch Punktmutationen reduziert werden, wobei 
der CC und GG Bereich am kritischsten ist [87]. Diese Bindungsstellen werden deshalb als 
CArG-like bezeichnet [87].  
Durch bioinformatische Analyse wurden innerhalb von 6kbp der 5‘ UTR von 
mCd97 1 CArG und 8 CArG-like – Elemente gefunden. In dem Promotorplasmid            
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(-5314/+29)pGL3 wurden diese CArG/CArG-like – Elemente einzeln mutiert und 
anschließend die Luziferaseaktivität nach transienter Transfektion in C2C12 bestimmt. Nur 
die Mutation des CArG – Elements (-5254/-5245) zeigte im Vergleich zum Wildtyp eine 
signifikante Abnahme der Luziferaseaktivität in C2C12. Die Mutation der CArG-like 
Elemente veränderte die Luziferaseaktivität dagegen nicht. In einem EMSA mit 
Zellkernlysaten von C2C12 konnte die Bedeutung des CArG Elements (-5254/-5245) 
bestätigt werden. Durch Supershift mit einem SRF-Antikörper zeigte sich eine Bindung von 
SRF an ein Oligonukleotid, welches die Nukleotidsequenz des CArG Elements (-5254/-
5245) enthält. Oligonukleotide mit den CArG-like Elementen zeigten dagegen keine 
spezifische SRF Bindung. 
Der fehlende Nachweis einer SRF Bindung an die CArG-like Elemente kann 
einerseits durch die reduzierte Bindungsaffinitiät [87] bedingt sein. Andererseits können 
dafür auch Veränderungen in den umgebenden Nukleotidsequenzen ursächlich sein, da 
diese zusätzliche Bindungsstellen für Faktoren liefern können, die mit SRF interagieren und 
dessen Funktion modulieren [88][74]. 
Zusammengefasst hat SRF einen aktivierenden Einfluss auf die Expression von 
mCD97 in der Muskelzelllinie C2C12 und bindet hier über ein CArG Element im 
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CD97 gehört zur EGF-TM7 Subfamilie der Klasse von Adhäsions-GPCR. Das Molekül lässt 
sich auf verschiedenen Zellen epithelialen und mesenchymalen Ursprungs nachweisen. Am 
stärksten wird es auf hämatopoetischen und Muskelzellen exprimiert. Für CD97 wurden  
Funktionen in der Zell-Zell- und Zell-Matrix Interaktion, der Kanzerogenese und der 
Migration von Tumorzellen  gezeigt. Um ein besseres Verständnis der biologischen 
Funktion von CD97 zu erlangen, wurde in der vorliegenden Arbeit die molekulare 
Regulation der Proteinexpression von mCD97 untersucht. Ziel war es erstmalig den 
mCD97 Promotor zu untersuchen und Zelltyp-spezifische Elemente zu identifizieren, die 
einen Einfluss auf die Expression von mCD97 haben.  
 
1. Murine Zelllinien verschiedenen Ursprungs wurden kultiviert und die Expression von 
mCD97 auf mRNA Ebene und Proteinebene bestimmt. Die Zelllinien C2C12 (Myoblast), 
RAW264.7 (Makrophage) und C3H10T1/2 (Fibroblast) exprimieren CD97 stark.  
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2. Mit 5‘/3‘ RACE wurde der Startpunkt der Transkription von mCd97 bei -46bp 
upstream des ATG Startcodons bestimmt. 3,7kbp der 5‘ UTR von mCd97, welche den 
mCD97 Promotor beinhalten, wurden in den Reportervektor pGL3 kloniert 
(Promotorplasmide). Davon ausgehend wurden weitere Promotorplasmide hergestellt, 
deren Nukleotidbereich der 5‘ UTR sukzessive 5‘ deletiert wurde. Nach transienter 
Transfektion in die Zelllinien wurde die Luziferaseaktivität im Luziferasereportergenassay 
bestimmt. Dadurch konnte eine minimal notwendige mCD97 Promotorsequenz von -78 
bis +29 definiert werden, welche für die Initiation der Transkription von mCd97 benötigt 
wird.  
3. Im Nukleotidbereich -100 bis -78 konnte anhand der Luziferaseaktivität und durch 
EMSA die evolutionär hoch konservierten Nukleotide CACTT (-93/-89) nachgewiesen 
werden, welche die Bindungsstelle für einen stark aktivierenden, aber bisher nicht 
identifizierten Transkriptionsfaktor darstellen.  
4. In der Myoblasten-Zelllinie C2C12 zeigte die Differenzierung zu Myozyten sowohl 
eine Abnahme der Luziferaseaktivität der Promotorplasmide als auch eine Abnahme der 
mCD97 Expressionslevel in der Durchflusszytometrie. Durch EMSA konnte in vitro die 
Bindung des Transkriptionsfaktors SRF an ein CArG-Element (-5254/-5243) nachgewiesen 
werden. Die Mutation des CArG-Elements (-5254/-5243) in einem Promotorplasmid mit 
5,3kbp der 5‘ UTR von mCd97 zeigte eine signifikante Abnahme der Luziferaseaktivität.  
 
Insgesamt wurde damit der mCD97 Promotor erstmalig beschrieben und der Einfluss des 
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Tab. 1: Protokoll der Durchflusszytometrie  
 1-3x105 Zellen in 50µl PBS/1%FKS suspendieren 
 Inkubation mit dem primären Ak: 1µl mAb 1B2 30min bei 4°C * 
 Waschen: 100µl PBS/1%FKS* (Schritt 2x wiederholen) 
 Fixierung in 100µl PBS/1% Formol 
(* Zentrifugation 21000 x g, 1 Minute) 
 
Tab. 2: Protokoll RNeasy Mini Kit  
 Lysieren: 350µl Buffer RLT, Vortexen 
 Bindung vorbereiten: 350µl 70% Ethanol, Mischen durch Pipettieren  
 Bindung: RNA auf RNeasy Mini spin column geben 
 Waschen 1: 700 µl Buffer RW1 * 
 Waschen 2: 500 µl Buffer RPE * 
 Waschen 3: 500 µl Buffer RPE ** 
 Elution: 50µl RNase-free water * 
(** Zentrifugation 13000 x g, 2 min., * Zentrifugation 13000 x g, 15 sec.) 
 
Tab. 3: Protokoll der cDNA Synthese für Real-Time PCR 
Produkt Menge Hersteller 
RNA (1µg/µl) 0,5µl - 
Pd6 Random Hexamer Primer 
200ng/µl 
0,5µl First-Strand cDNA synthesis Kit, GE 
Healthcare, Deutschland, Freiburg 
dNTP mix 10mM 0,5µl Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 
H20 3,5µl - 
Inkubation 65°C, 5min. 
5x first strand buffer 2µl 
Invitrogen GmbH, Deutschland, Karlsruhe 
DTT 0,1M 1µl 
RNase Inhibitor 40 U/µl 0,5µl Promega 
Inkubation 42°C , 2 min. 
Superscript II RNase H-Reverse 
Transcriptase 200 U/µl 
0,5µl Invitrogen 




Tab. 4: Protokoll der quantitativen Real-Time PCR 
Produkt Menge Hersteller 
cDNA 1µl - 
Primer 1 0,5µl 
s. Tab. 13 
Primer 2 0,5µl 
Power SYBR Green PCR Master mix 10µl Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 
H2O 8µl - 
 
Tab. 5: Übersicht der Primer für Real-Time PCR 
Name Sequenz (5’-…- 3’) Applikation 
mGAPDHs1 tcc acc acc ctg ttg ctg ta Real-Time PCR GAPDH 
mGAPDHr1 acc aca gtc cat gcc atc ac Real-Time PCR GAPDH 
mCD97s1 cct ggt cgg cgt gga gaa tga ag Real-Time PCR mCD97 
mCD97r1 ggg cga tgg cgg tga tgg tc Real-Time PCR mCD97 
Der letzte Buchstabe im Namen gibt die Bindungsrichtung des Primers an - „s“ steht für sense, „r“ 
für reverse. 
 
Tab. 6: Primer zur Bestimmung des TSP von mCd97 mittels 5´/3’ RACE Kit (Roche) 
Name Sequenz (5’-…-3’) Position 3’ 
vom TSP 
Hersteller 
PmCD97m1 aaa gtc tcc aca gga aaa tcc +293 
BioTez Berlin-Buch GmbH, 
Berlin, Deutschland 
PmCD97m2 tgc cca gag ctg cac tca tcc +709 
PmCD97m3 tgg att gaa gtc tcg gag att +929 
PpGEMT-T7 ggg cga att ggg ccc gac gt - Promega 
Oligo d(T) – 
anchor primer 
gac cac gcg tat cga tgt cga ctt ttt ttt 





gac cac gcg tat cga tgt cga c - 
 
Tab. 7: Protokoll der cDNA Synthese für 5’/3’ RACE Kit (Roche) 
Produkt Menge Hersteller 
PmCD97m3 (12,5 µM) 1µl Siehe Tab. 6 
Gesamt RNA (1µg/µl) 1µl - 
cDNA synthesis buffer 4µl 
5’/3’ RACE Kit, Roche Deoxynucleotide mixture 2µl 
AMV reverse transcriptase 1µl 
H2O 11µl - 
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Gesamtansatz 20µl. Inkubation 55°C, 1 Stunde. Danach Inkubation 65°C, 10 Minuten zur 
Inaktivierung der AMV reverse transcriptase. 
 
 
Tab. 8: Protokoll High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) 
 Bindung vorbereiten: 500µl Bindungspuffer zugeben 
 Bindung: auf High Pure Filter Tube (Roche) geben * 
 Waschen 1: 500µl Waschpuffer * 
 Waschen 2: 200 µl Waschpuffers * 
 Elution: 50µl Elutionspuffer * 
(* Zentrifugation mit 13000 x g, 60 sec.) 
 
Tab. 9: Anfügen des Adenosinüberhangs an cDNA für 5’/3’ RACE Kit (Roche) 
Produkt Menge Hersteller 
cDNA 19µl - 
Reaction buffer (10x) 2,5µl 
5’/3’ RACE Kit, Roche 
2mM dATP 2,5µl 
 
Tab. 10: Protokolle der nested PCR`s für 5’/3’ RACE Kit  
1. nested 
PCR 
Produkt Menge Hersteller 
cDNA mit Adenosinüberhang 5µl - 
Oligo dT-anchor primer 
(37,5µM) 
1µl 
5’/3’ RACE Kit, Roche 
Deoxynucleotide mixture 1µl 
PmCD97m2 (12,5µM) 1µl Siehe Tab. 8 
High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,3µl 
Fermentas 
10x High Fidelity Buffer  5µl 




Produkt Menge Hersteller 
PCR-Produkt von 1. nested PCR 1µl - 
PmCD97m1 (12,5µM) 1µl Siehe Tab. 8 
PCR anchor primer (12,5µM) 1µl 
5’/3’ RACE Kit, Roche 
Deoxynucleotide mixture 1µl 
High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,5µl 
Fermentas 
10x High Fidelity Buffer  5µl 
H20 40,5µl - 
Gerät: GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems® Life Technologies, Deutschland, 
Darmstadt) Programmeinstellung siehe Tab. 11  
 
Tab. 11: Programmeinstellung für nested PCR bei 5’/3’ RACE Kit (Roche) 
1x Denaturierung 2 min., 94°C 
10x Denaturierung 94°C, 15 sec. 
Annealing 63°C, 30sec. 
Elongation 68°C, 40sec. 
25x Denaturierung 94°C, 15 sec. 
Annealing 63°C, 30sec.  
Elongation 68°C, 40sec. (1) 




Tab. 12: PCR Protokoll zur Synthese der Promotorfragmente. 
Produkt Menge Hersteller 
10x High Fidelity Buffer  2,5µl 
Fermentas  dNTP 2µl 
High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,2µl 
sense Primer 1 (10 µM) 1,5µl 
Siehe Tab. 13 
reverse Primer 2 (10 µM) 1,5µl 
genomische DNA C57BL/J6 (574ng/µl) 1µl The Jackson Laboratory 
DEPC H2O 16,3µl - 
Gesamtansatz 25µl. Gerät: GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems® Life 
Technologies) Programmeinstellung: 94°C 2min, dann 40 Zyklen: 1. Denaturierung 94°C 10sec. 
2. Annealing 58-64°C (je nach Primer) 25sec. 3. Extension 72°C 4min 
 
Tab. 13: Übersicht der Primer für die PCR-Amplifikation von Promotorfragmenten 
Name Sequence (5’-…-3’) Position  Bindungsstelle für 
Restriktionsenzym 
PmCD97s1 acc acg cgt gct tta tta gag tgg ctt ac -3732 Mlu I 
PmCD97s2 gta ggt acc gtg taa ggc cag gaa ggg aga -2597 Kpn I 
PmCD97s3 gta ggt acc aca gga agc cag tgt aca tc -1284 Kpn I 
PmCD97s4 ctc ggt acc gtt aag caa gca ctg cgc ac -474 Kpn I 
PmCD97s5 cac ggt acc gag gaa tgt tgc gtt tgt tc -154 Kpn I 
PmCD97s6 tta ggt acc acg cgg gcg cgc ggc gcg cc -131 Kpn I 
PmCD97s7 aag ggt acc tcc ccg gca ctt tcc tgt ta -100 Kpn I 
PmCD97s8 cct ggt acc ttc cag cgg gga gga cag tt -78 Kpn I 
PmCD97s9 ttg ggt acc tgc tca cgc ccg ctg cat aaa -45 Kpn I 
PmCD97r1 cct aga tct aac gga cag cgt ctg ggg tt +29 Bgl II 
PpGL3s01 tct cta tcg tca tag gta cc - - 
Die unterstrichenen Nukleotidsequenzen markieren die Bindungsstelle der 
Restriktionsendonukleasen. Die Position bezeichnet die Lage des am weitesten vom 
Transkriptionsstartpunkt entfernten Nukleotids im Primer (+ in 3’ Richtung, - in 5’ Richtung). 
 
Tab. 14: Protokoll des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
 Lyse des Gels: 100µg Puffer QG je 300µl Gel (Inkubation 10 Minuten, 50°C) 
 Bindung vorbereiten: 100µl Isopropanol (J.T. Baker)  
 Bindung: auf QIAquick spin column (Qiagen) geben * 
 Waschen 1: 500µl Puffer QG zugeben *  
 Waschen 2: 750µl Puffer PE zugeben *  
 Elution: 30µl H2O * 




Tab. 15: Protokoll des Enzymverdaus für Promotorfragmente und pGL3 Vektor 
Produkt Menge Hersteller 
Promotorfragment oder pGL3 3µl - 
Kpn I oder Mlu I 0,5µl 
Fermentas 
Bgl II oder Xho I 0,5µl 
Puffer  
NEB 2 (Kpn I/Bgl II) 
     oder  
NEB 3 (Mlu I/Bgl II) 
1,5µl 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt, 
Deutschland 
H20 9,5µl - 
Gesamtansatz 15µl. Der Enzymverdau erfolgt bei 37°C über 2 Stunden. 
 
Tab. 16: Protokoll DNA Clean & Concentrator Tm -5 Kit (Zymo) 
 Bindung vorbereiten: 100µl DNA Binding Buffer zugeben 
 Bindung: auf Zymo-Spin Tm Column (Zymo) geben ** 
 Waschen: 200µl DNA Wash Buffer * – Schritt wiederholen  
 Elution: 10µl H20 *  
(* Zentrifugation mit 13000 x g, 60 sec.; ** Zentrifugation mit 13000 x g, 30 sec.) 
 
Tab. 17: Protokoll der Dephosphorylierung des pGL3 Vektors 
Produkt Menge Hersteller 
pGL3 (200ng/µl) 15µl Promega 
10xDephosphorylierungspuffer 5µl 
Fermentas 
Shrimp Alkaline Phosphatase 1U/µl 1µl 
H2O 29µl - 
Gesamtansatz 50µl. Inkubation bei 37°C für 30 Minuten. Danach 65°C für 15 Minuten.  
 
Tab. 18: Protokoll der Ligation für die Vektoren pGL3 und pGEM®-T Easy. 
A Produkt Menge Hersteller 
Promotorfragment 10 µl - 
pGL3 Vektor 3µl Promega 
10x T4 DNA Ligasepuffer 2µl 
Fermentas T4 DNA Ligase (5 U/µl)  1µl 
50% Polyethylenglycol 4000 2µl 
H2O 2µl - 
 
B Produkt Menge Hersteller 
Promotorfragment bzw. PCR-Produkt 5’/3’ RACE Kit 3µl - 
2x Ligationspuffer 5µl 
Promega pGEM®-T Easy Vektor (50ng) 1µl 
T4 DNA Ligase (3 U/µl) 1µl 
 
A) pGL3: Gesamtansatz 20µl. Die Ligation erfolgt über Nacht bei 4°C. 
B) pGEM®-T Easy: Gesamtansatz 10µl. Die Ligation erfolgt 1 Stunde bei Raumtemperatur.  
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Tab. 19: Protokoll QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
 Zellpellet resuspendieren: 250µl Puffer P1 
 Lyse: 250µl Puffer P2 (3-5 Minuten inkubieren bei Raumtemperatur) 
 Bindung vorbereiten: 350µl Puffer N3 * 
 Bindung: Überstand auf QIAprep spin column geben ** 
 Waschen 1: 500µl Puffer PB ** 
 Waschen 2: 750µl Puffer PE ** 
 Elution: 50µl H20 ** 
(*Zentrifugation mit 13000 x g, 10 Minuten; ** Zentrifugation mit 13000 x g, 1 Minuten) 
 
Tab. 20: Protokoll der site-directed Mutagenese-PCR des QuikChange II Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene Europa) 
Produkt Menge Hersteller 
10x buffer 5µl 
Stratagene Europa 
dNTP 1µl 
DEPC H2O ad 50µl 
Quick solution 3µl 
Pfu Turbo Polymerase 1µl 
Promotorplasmid 100ng - 
Primer 1(10µM) 1µl 
siehe Tab. 21 
Primer 2 (10 mM) 1µl 
Gesamtansatz 50µl. Gerät: GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems® Life 
Technologies) Programmeinstellung: 95°C 1min, dann 18 Zyklen: 1. Denaturierung 95°C 50sec. 
2. Annealing 60°C 50sec. 3. Extension 68°C 5min. Nach Abschluss der PCR wird 1µl des 
Restriktionsenzyms Dpn I (10U/µl, Stratagene Europa) zugegeben und für 1h bei 37°C inkubiert.  
 
Tab. 21: Übersicht der verwendeten Primer für site-directed Mutagenese-PCR 
Name Sequenz (5’-…- 3’) 
Verwendung 
Original → Mutation 
PmCD97mts1 
gaa tgt gcc aaa taa cgt aga ata tct gta atc ctg cac tct 
aga g  Mutation CARG1 
tg→ac 
PmCD97mtr1 
ctc tag agt gca gga tta cag ata ttc tac gtt att tgg cac 
att c  
PmCD97mts2 
cag gtg gtg gtt cag gta agg ggg gaa tgg ctg tgt gct 
gac agt c 
Mutation CArG2  
ccaac→ggggg 
 PmCD97mtr2 
gac tgt cag cac aca gcc att ccc ccc tta cct gaa cca 
cca cct g 
PmCD97mts3 
ctg tgg gga cat tga gcc ctg agg tta tag ggg gtt ttg 
gag gaa aaa aaa aag gtc caa att c 
Mutation CArG3  
ccatt→ggggg 
 PmCD97mtr3 
gaa ttt gga cct ttt ttt ttt cct cca aaa ccc cct ata acc tca 
ggg ctc aat gtc ccc aca g 
PmCD97mts4 
cag tca tct atc agc aac tca ttg ggg gtg tgg ccg ctg gtc 
act ttt cac c Mutation CArG4  
cctaa→ggggg 
PmCD97mtr4 
ggt gaa aag tga cca gcg gcc aca ccc cca atg agt tgc 
tga tag atg act g 
PmCD97mts5 
ctt gcc tca acc tcg tga gct ctg ggg gga cag gtt gtg 
cgc cat cat agt tc 
Mutation CArG5 
ccatt→ggggg 
PmCD97mtr5 gaa cta tga tgg cgc aca acc tgt ccc ccc aga gct cag 
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gag gtt gag gca ag 
PmCD97mts6 
gtg gtc aaa gct ctc tct tcc tct att tta agt ggg gat tac gtt 





gcc aaa aca aat aaa caa aca aaa aac gta atc ccc act 
taa aat aga gga aga gag agc ttt gac cac 
PmCD97mts7 
gca tgc gcc acc act gcc cgg ccg ggg gtt acg ttt tat tta 





caa gtc aat aaa taa aac gta acc ccc ggc cgg gca gtg 
tgg cgc atg c 
PmCD97mts8 
ggc ctg caa ctc tta agt ggg ggg aaa cgg cct ccg gtt 
tag cc Mutation CArG8 
ccaa→gggg 
PmCD97mtr8 
ggc taa acc gga ggc cgt ttc ccc cca ctt aag agt tgc 
agg cc 
PmCD97mts9 ccc tca gtc ctc ttc tgg tgg ggg ttt ggc ccc tgg ctt ctc tg 
Mutation CArG9 
cttat→ggggg PmCD97mtr9 
cag aga agc cag ggg cca aac ccc cac cag aag agg 
act gag gg 
PmCD97mts4 
cag aac att tct cta tcg ata ggt acc aaa aag gca ctt tcc 
tgt tac ttt cca gcg ggg Mutation -100/-96 
tcccc→aaaaa 
PmCD97mtr4 
ccc cgc tgg aaa gta aca gga aag tgc ctt ttt ggt acc tat 
cga tag aga aat gtt ctg  
PmCD97mts5 
gaa cat ttc tct atc gat agg tac ctc caa aaa act ttc ctg 
tta ctt tcc agc ggg gag Mutation -97/-93 
ccggc→aaaaa 
PmCD97mtr5 
ct ccc cgc tgg aaa gta aca gga aag ttt ttt gga ggt acc 
tat cga tag aga aat gtt c 
PmCD97mts6 
cat ttc tct atc gat agg tac ctc ccc ttt ttt ttc ctg tta ctt tcc 
agc ggg gag gac Mutation -95/-91 
ggcac→ttttt 
PmCD97mtr6 
gtc ctc ccc gct gga aag taa cag gaa aaa aaa ggg 
gag gta cct atc gat aga gaa atg 
PmCD97mts7 
ctc tat cga tag gta cct ccc cgg ggg aat cct gtt act ttc 
cag cgg gga gg Mutation -93/-89 
cactt→gggaa 
PmCD97mtr7 
cct ccc cgc tgg aaa gta aca gga ttc ccc cgg gga ggt 
acc tat cga tag ag 
PmCD97mts8 
cta tcg ata ggt acc tcc cgg gca caa aaa tgt tac ttt cca 
gcg ggg agg aca g Mutation -90/-86 
tttcc →aaaaa 
PmCD97mtr8 
ctg tcc tcc ccg ctg gaa agt aac att ttt gtg ccg ggg agg 
tac cta tcg ata g 
PmCD97mts9 cct ggg tct gtt tcc ccg ggg gtt tcc tgt tac ttt cca gcg 
Mutation -93/-91 
cac→ggg PmCD97mtr9 
cgc tgg aaa gta aca gga aac ccc cgg gga aac aga 
ccc agg 
Die jeweilig mutierten Nukleotide sind fett markiert. Die CArG/CArG like Elemente sind jeweils unterstrichen. 
In der letzten Spalte werden der Kontext bei der Promotoruntersuchung sowie Wildtyp und mutierte Sequenz 
aufgeführt. 
 
Tab. 22: Übersicht der verwendeten Oligonukleotide (Oligo) für EMSA 
Name  Sequenz (5‘-…-3‘) Verwendung 
EMSAs1 tcc ccg gca ctt tcc tgt tac Promotorbereich -100/-80 
Wildtyp EMSAr1 ata aca gga aag tgc cgg gga 
EMSAs2 tcc ccg gtg aca tcc tgt tac Promotorbereich -100/-80  
Mutation -93/-89 cactt → tgaca EMSAr2 gta aca gga tgt cac cgg gga 
EMSAs3 gcc gcc gcg cct tat aag gcg gcc ttg 
SRF consensus sequence für Calponin-Gen 
[76] EMSAr3 




EMSAs4 gaa tgt gcc aaa tat ggt aga ata 
CArG 1der 5‘ UTR von mCd97 
EMSAr4 tat tct acc ata ttt ggc aca ttc 
EMSAs5 cag gta agc caa caa tgg ctg tgt gc 
CArG 2 der 5‘ UTR von mCd97 
EMSAr5 gca cac agc cat tgt tgg ctt acc tg 
EMSAs6 cag gta agc caa caa tgg ctg tgt gc 
CArG 3 der 5‘ UTR von mCd97 
EMSAr6 gca cac agc cat tgt tgg ctt acc tg 
EMSAs7 
gcc gcc gcg ggg ggt aag gcg gcc 
ttg Mutation SRF consensus sequence für 
Calponin-Gen 
EMSAr7 
caa ggc cgc ctt acc ccc cgc ggc 
ggc 
EMSAs8 gaa tgt ggg ggg tat ggt aga ata 
Mutation CArG 1der 5‘ UTR von mCd97 
cEMSAr8 tat tct acc ata ccc ccc aca ttc 
Die mutierte Nukleotidsequenz ist jeweils fett markiert. Die CArG/CArG like Elemente sind in der 
Nukleotidsequenz jeweils unterstrichen.  
 
Tab. 23: Herstellung von Zellkernextrakten nach Schreiber et al., 1989 [68] 
 Vorbereitung: Zelllinien in Zellkulturschalen 94x16mm (Greiner Bio-One) subkonfluent 
kultivieren, Zellmedium abziehen und die Zellen mit einem Zellschaber (Greiner Bio-One) 
mechanisch lösen 
 Waschen 1: 5ml PBS (Sigma-Aldrich) – Vorgang wiederholen* 
 Waschen 2: Zellsediment mit 1ml Puffer A mischen* 
 Lyse der Zellmembran: 1ml Puffer A + 0,4% Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), Inkubation 
auf Eis,10 Minuten * 
 Lyse der Zellkerne: 100µl Puffer B, Inkubation auf Eis, 30 Minuten ** 
 Überstand abziehen und à 20µl portionieren 
 
Puffer A:  10 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl2, 10mM KCl, 0,5mM PMSF, 1mM DTT     
(alle AppliChem GmbH) 
Puffer B:  20 mM HEPES pH 7,9, 0,42 mM NaCl, 1,5 mM MgCl2, 0,2mM EDTA, 0,5mM 
PMSF, 1mM DTT (alle AppliChem GmbH) 
(* Zentrifugation mit 960 x g, 5 Minuten,**  Zentrifugation mit 13000 x g, 15 Minuten) 
 
Tab. 24: Bindungsreaktion für EMSA 
Produkt Menge Hersteller 
Protein der Zellkernextrakte 1,5µg Tab. 23 
10x Bindungspuffer 
(100mM TRIS, 500 mM NaCl,   
10mM DTT, pH 7,5) 
1µl Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
25mM DTT/2,5% Tween-20 2µl  
Steriles ddH20 ad 10µl - 
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Oligonukleotid IRDye™ 700 1µl Tab. 22 
 
Tab. 25: Polyacrylamidgel für EMSA 
Produkt Menge Hersteller 
Acrylamide/bis-acrylamide 
40% solution, 29:1 
5ml 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
1 M Tris, pH 7.5 2ml 
1 M Glycine 7,6 ml 
0.5 M EDTA 160 µl 
10% APS 200 µl 
TEMED 30 µl 
H2O 26 ml - 
 
 
B) Nukleotidsequenz der 5’ UTR von mCd97 von -5374bp bis +85bp 
Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_078575.7 
Bezeichnung: Mus musculus strain C57BL/6J chromosome 8 genomic contig, 
GRCm38.p1 C57BL/6J MMCHR8_CTG11. 
 
Bemerkung: Markiert sind die Nukleotidpositionen in den hergestellten 
Promotorplasmiden, welche relativ zum Transkriptionsstartpunkt (TSP) nummeriert wurden. 
Der TSP ist gelb hinterlegt und mit 0 definiert. Die CArG/CArG like Elemente sind rot 
eingezeichnet. Das ATG Startcodon und die Nukleotidsequenz CACTT (-93/-89) sind fett 
markiert und eingerahmt.  
 
5‘  
ttggggactc ataaccatcc atactgggat ttgatgccct cttctggcat gcaggtgcac  
-5314 
acgtagatag agcactcata tacataaaat aaaataaata catttttaaa aaagaatgtg 
ccaaatatgg tagaatatct gtaatcctgc actctagagg ctgacacaaa ttatcacggg CArG1 
ttcaagacca gcttgggcta caaggccaga ttccaacttt aaagaaagag atgacaaaaa 
tcctgcctga ggactgacag ctgagagggg tcagacataa gaacaacata acccgataga 
ctttatggtg gacagatgat agtactgtgg agaaaagaga agatgcccgg ttctgggaga      
gaagcagagt tcggcagatc tcagggcttg atgtctaacc cagtgggtga gtttcagaac  
cagggagaga ccctgtctca gaaaataata taaaaagtgt ttgaggcagc cacaaggcat  
ccacaccagc atgaacaggc aggctcgcac acatgcacaa gtgtgagcgc acgcatacat 
gcatgctgca taggaaaaag aaaatgaaaa aagcaagtag ccagggagaa ctgctggttc 
aagccaggga gacctgggta gacagtccta actaaggcgt ggaagcttca ttgatattca 
agcctaaacc aaagagcaga gggcctttgg agttattcac ctgtgtaaca ccctgagagc 
agaccctccc aggggctagg gaccggggtc agtggtgagc atttgcaggc atgcttcaga 
gcctgaaagt cttccctagt gccgagaaaa cgcacaccac caacagaaca caagccaggt 
acccagtaag tgccagataa cctctgtaag acctgtgaca acatcagtaa tgtgattaaa 
gactcaccaa gcagggtgac gcacaacttt aatttcagca ggcaggagaa agacaaatct 
cagtgagttt aaggccagcc cgatctacgc agtgagttcc aggccagtca ggtcgtgtgg 
tgcctcaggt gtgcatagtc agctgctgtg gacagtcaga agcagccctg catctcaccc 
ctgggattaa aacaaaagta tactcttaca atattcctgt gtttttaaag aaaccaaatt 
ccagaattct cactacagaa atcagatttt ttttcctgtt ttgtttttaa agttttatct 
ttattttatg tatatgtgtg ttggcctgtg tatatgtctg tgcaccacat gcctgcctgg 
tgcctaggga ggtcagaaga aggtattggg tcccctggaa caggagtcac agatatttgt 
gagccaccat gtgggtgctg ggaagcaaac ccaggtcttc tggaagagca gcaagtgctc      
ttaaccgcgg tgccatctct ccagcctatt tattttgtat gaaacccact ccgtctataa 
ccctggttgg cctggaattc ccagcaatcc tcttgccttt gctcctgagt gccgggatga 
ctctggtggg ccaccacact tggcttttgt ttgtttgttt gttttgtttt tgagacagta 
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tctcatgtag ctctggctaa ccttgaattt gatgtgtgca atagtcagag ttctctagaa 
 
                                  -3723                  
taacaaaggt gatagcatga gtatttcatg ggctttatta gagtggctta caggtggtgg   
ttcaggtaag ccaacaatgg ctgtgtgctg acagtccaag aatctaatag ttgctcagtc CArG2 
tatgaagccg gatgcctctg ctggtcttca gtatgtctca gaatcccaaa ggctctaatg   
tcagtgaagg aacaaacttc ccagtgacaa tgaggacagg cagacctagg agaagagctt 
ccttcttcca tgccctttat ataggctgct gtcggaaggt gtggccagat ttaagatggg 
tcttccgagt tcagacgatc taatcagcta aaaatatctc tcacaggtgt gctgttgtct 
tgggcttttc atttatttca gaggtagtca aggtgacaac aaggacagcc atcacacctt 
gtgaactagt ctcttgtctt gaactcataa tgcccctggc tctaccttcc tagtgctggg 
ataacagaca tgagctgcca tgcttggttt aatcttcatt caacagacag gacgaatcaa 
gtcccaggga ggctctgcct gccagggcgt ctgtggggac attgagccct gaggttatac CArG3 
cattttttgg aggaaaaaaa aaaggtccaa attccactta agactaggaa tggccattcc 
cctcccaacc tcctctctgc tggctcttgc gcaaacccca agggattaaa ccttgaacta 
agtaaggcac agtcatctat cagcaactca ttcctaatgt ggccgctggt cacttttcac CArG4  
ctatgaatta ctatgtatca cacattttct ttctttcttt ttttaatcca cacaccaagg      
tttaaagaga aacttaggtc atgcttagaa ttcttggccc tggtcttcat cccacaaacc 
tgaagcttcc tggccttttc attgacttga aaatgggaag aagggggctg gtgagatggc 
tcagtgggta agagcacctg actgctcttc cgaaggtcca gagttcaaat cccagcaacc 
atatggtggc tcacaaccat ctgtaatgag atctgactcc ctcttctggt gtgtctgaag 
acagctacag tgtacttaca tataataaat aaataaatct taaaaaaaaa aaaaagaaaa  
                  -2597 
tgggaagaaa tggtttagtg taaggccagg aagggagata caccaggatg caattgtcaa    
tattttttaa cccttctaaa tagagaaaga aagatacata catgtgacag tcaatgaatt  
gaattataat accattataa ttaacacggt aaaaataaag atttaaagtt atttaaaatt 
taaaagctat gtaagaaact gacttttttc caaataaaat atttatttta tttttacaaa   
atgtttcttc ttagtagggc agtggtggtg cacgtcttta atcccagcac ttgggaggca 
gagacaggcg gatttctgag ttcgaagcca gcctggtcta cagagtgagt tccaggacag 
ccagggctac acagagaaac cctgtctcgg aaaaaaaaaa aaaaagttgt tttttctatg 
tgttcatttg acaggaatac tgtgtcttta tttttgttat taattttcag tttgtccttt 
atcagttttg cctgcttgtt ttatctgtgt accaagtgta tgcggtgcct ggggagacca 
gaagatagca tcggctcccc tgggactgga gttacagaat tctgggaatc taaccctgtt      
tccgaagagc agccagtgtt ctcatctacc agtgatccat ctctccagcc ccagtagcac 
acatggtctg caacttcctt ttatcttttc tctcacactg tggatcagga gagccacaga  
ctcccagcaa ccctcttgcc tcaacctcgt gagctctgcc attacaggtt gtgcgccatc CArG5 
atagttcgct acagtcatct ctcagaactt ggagtttatt tttattttta ttctttgttg   
ttttgttttt gagacagagt ttctcagtgt aacagccctg gctgccctga ttcactctgt 
agaccaggct agcctccaaa tcacagagat ccacctgcct ctgcctctca agtgctggga 
cgaaaggtgt gcgccaccat ggcccaactt gaacccagaa tttactaagg taaaaggaag 
gcctgacacc cctggtagtt tatgcctgtg atcccagcag gcttaggctt tggagacagg 
aagtcaggag ttcagtgcca tcctaggcta catagagttg aaagacagcc tgggctgttt 
gagaccagac cgtgtttcag agaaaaaaag aaaaagaaaa tcaatatttt gaaaaatcac 
tagatgtgtc tgagaatgta gttcccttgg tagagtgctt gtccagcata cacaaagcct 
tgggtttggc attcttcccg cccccaacac acacacatga aaagaaacca tagttacaca 
           -1284          
agtaactcaa acaggaagcc agtgtacatc acatgactct ctatagactg tggcaaggtc    
agtgcgtgta accaaaaagc cctgccgtgg taagccatgt cccgtggtca aagctctctc   
ttcctctatt ttaagtcctt attacgtttt ttgtttgttt atttgttttg gctttttgag CArG6 
acagggtttc tctgtgcagt cctggctgtc ctggaactca ctctctagac caggctggcc 
tcgaactcag taatccgcct gcctctgcct ctcaagtgct gggattacag gcatgcgcca      
ccactgcccg gccccttatt acgttttatt tattgacttg tttatttagt gtttgggttt CArG7 
gtgtgtggca ccgtgtgccc gtgaaggtca gaggacaact tccaggagtt ggctctctcc 
ttccatcatg gaggtcctgg gtatcagaaa tcaggtcgtt aggttttggg gcaagtgcct 
ttacccgctg aaccatcttg gtagcacttc cctcccccac tttattattt tttatttttg 
cgatagactc atgcttcgta ggcctggctg gcctgcaact cttaagtggc caaaaacggc CarG8 
ctccggttta gcctctgctt tccagagaac ggtattagta taggccaacg cagccatgcc   
atgacccctt gtctttttgg gcaaggtctt ttgtagcgcg ggcaggcttc aaaagcgaca   
aaacggagga tgagttgaac tcctgattag tgctgggatt acaggctagc ggtcctctgc 
                                            -474 
cggcttatgt ggctttgagg ctagacaggg cctcgggcag gttaagcaag cactgcgcac  
actgagccgc atctccaaac cttgatgtct ctcgttcctg gacagtcagc ccggcaggac 
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cctcagtcct cttctggttc ttatttggcc cctggcttct ctgaacttca gtttctctct CArG9 
tggaaaagaa gccgacaagt cctgctgatg ggaaaggcga gggtcgccca ggacatcgtt 
cgggtgggag ctccacccag ctctgtccga tgtgcctggt ccccgtccca ggacgcctga 
accacaccac ccagctcccc gcgggggcgg gtgtcggagc cgcgcgcggg gggggggggg  
-154                     -131          -100 
gaggaatgtt gcgtttgttc cagacgcggg cgcgcggcgc gccctgggtc tgtttccccg  
    -78               -45 
gCACTTtcct gttactttcc agcggggagg acagttccgg ggagggccct gctcacgccc 
          TSP 
gctgcataaa agcccagccc agccggccgc cacagccctc tatcaacccc agacgctgtc         
   +29 
cgttccgtgc cgcgccaccA TGaggggcgt cagatgcccc ggcctgcttg gtgagacctc 3‘   
  58 
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